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序論 
タンパク質は三次元的構造を保持し機能する分子であり、その代表例である
酵素はその反応効率及び選択性という点から見て精巧な機能を発現している
1
。
機能を発現するための機構としては、直接化学反応を引き起こす反応部位、選
択性をもたらす結合部位及びこれらを保持し全体の分子の安定性を保持する全
体的な立体構造が必要になっている。自然界では、DNAの突然変異の繰り返し
による進化によってこれらの部位を形成するアミノ酸残基を最適化してきたと
考えられる。この自然進化を超えた機能を持った分子を創製するため、試験管
内で高速に人工進化させる手法(進化工学)、計算機や経験則に基づく合理的デザ
イン手法
2,3
の適用が試みられている。そこで、本研究では、自然界に存在しな
いが有用性の高い新機能のペプチドの創出を目指し、その機能発現に必要なア
ミノ酸残基を空間的に最適に配置する合理的な人工設計を行うことにした。具
体的にはまず第一章ではレアメタルとの結合能を持ったペプチドの人工設計を
行い、次に第二章では酵素機能を持ったペプチド創出の試みについて述べる。
人工設計においては、上記のようなタンパク質機能の発現機構に則り、まず骨
格となる立体構造を保持させること、次に機能部位となるアミノ酸残基を最適
な空間座標に配すること、の二点を基本方針として用いた。
 
 
今日、レアメタル、例えば特別な鋼鉄や潤滑剤、スパークプラグ、電子素材、
色素、蛍光ライトの繊維、携帯電話などで用いられており、無くてはならない
ものである。なぜなら、原料としてそのまま使うことができないながらも、そ
れらは、優れた役割、即ち小型化や熱への抵抗、重量の制御、高いパフォーマ
ンス、エネルギーの抑制に対する敏感さなどを持っているからである。レアメ
タルは、アフリカや中国、ロシア、南アメリカなどのほんの僅かな地域に埋蔵
されていることもありその価格は不安定な供給のために大きく変動する。それ
ゆえレアメタルの回収は現代の工業社会で必要性が増している。 
資源の乏しい我国の産業界では、レアメタルやレアアースなど価値の高い金
属を、都市鉱山と呼ばれるハイテク機器の廃棄物より得られる貴金属の混合物
を再利用することが必要とされている。しかしながら、既存の回収方法では、
目的金属のみを選択性に分離することが困難である。ところがペプチドや RNA
などの生体分子はアプタマーと呼ばれる、ある特定の分子に特異的に結合する
ことが知られているものが存在する。そこでこの性質を利用して選択性の高い
結合能を有する高分子を作ることを目指すこととした。生体分子を用いる利点
としては、選択性に加え反応はエネルギー負荷が不要で常温常圧水系の温和な
 7 
条件で進めることができ、生分解性で環境的にも負荷が少ないことが挙げられ
る。 
メタルイオンの回収の既存例として、酵母細胞表面エンジニアリングは、セ
ル表面での色々な金属イオンと吸着し再生をするのに効果的戦略である
4,5
。例
えば、生物による環境修復技術のツールとして、システインリッチの金属結合
タンパク質である酵母メタロチオネインに見られるように、細胞表面エンジニ
アリングによってカドミウムイオンのような重金属が効果的に吸着する
6
。酵母
細胞表面での向上した吸着、つまり生体分子による吸着は最近確立されたもの
である
7
。これらの研究は、微生物細胞の表面にあるタンパク質の金属イオン吸
着を生かしたものである
8
。吸着性の高い表面の範囲と体積の比率
9
、pHや塩濃
度をコントロールして金属を吸着することを利用している。細胞表面での吸着
は細胞内吸着よりも有利である。その理由としては、細胞表面での吸着は細胞
の分解なしに表面で吸着した金属の再生と回収を可能にするのに対し、細胞内
の蓄積は細胞を破壊したあと抽出が必要である。この細胞表面での金属の吸着
のシステムは毒性のある重金属の除去だけではなく、レアメタルを吸着再生さ
せる可能性を持つ。例えば、酵母細胞表面でモリブデン酸塩結合タンパク質
(ModE)を与えることによりレアメタルの回収システムとしてモリブデン酸塩結
合能力を持つ、細胞表面エンジニアリング酵母の構築をしようとする試みが知
られている
10
。 
また、レアアースであるランタノイド複合物は、多くの天然の酵素の補因子
として、バイオアッセイの FRETのプローブや、MRIの診断薬として広く使用
されている。これらは触媒サイトでアミノ酸が重要な役割を果たしていること
が知られている。特に生物学的機能を阻害するため DNAの特定の構造部位を選
択的にターゲットにしている低分子は大きな可能性を持っている。具体例とし
て、ユーロピウムを挙げる。生理条件 pHでキュバンのようなユーロピウム-L-
アスパラギン酸複合物は Bフォーム DNAではないことを認識して低濃度塩条
件下で Bフォームポリ(dGC)2から Zフォームに転移させる。B-Z変換は可逆的
で RNAポリメラーゼに似ていて、損傷の無い DNAを Z-DNAにし、また転写
の後に B-DNAに変換される。Z-DNA構造は安定なダブルヘリックスではなく
一時的な構造で生物学的活性によって誘起される。それゆえ生理学的条件下で
金属と天然アミノ酸複合物のこの一時的な構造を調べることで DNAの構造転
移部位の検出を可能とした
11
。但し、これを金属イオン(この場合はユーロピウ
ム)との結合検出に用いるには、実験系を組むことが大掛かり過ぎて現実的では
ない。 
以上のように、レアメタルに選択的に結合し回収するという研究は、ほとん
ど成功していない。実際上記のモリブデン結合タンパク質やフェリチンを用い
 8 
たパラジウムとの結合、ユーロピウムとの DNAでの結合などがあるがそのほか
の金属と選択的に結合するタンパク質、ペプチドは過去に例が無い。そこで私
は他のレアメタル、金や白金に結合して回収するようなペプチドをデザインし
ようと考えた。さらに選択性を出すために生体分子を使い、結合する金属種を
分けられるように試みた。金属と結合するために必要なアミノ酸をうまく配置
することで立体的にある金属種のみを回収できるようにと考えた。 
対象金属は、手始めにレアメタル、例えば金や白金、パラジウムとした。ま
た、タンパク質の基本骨格である立体構造を形成する単位として、αヘリック
スと呼ばれるらせん状の二次構造単位を用いることとした。今回は、安定なα
ヘリックスを形成するモデルとして、インフルエンザ Aウイルスの膜貫通タン
パク質であるM2タンパク質 12,13の膜貫通部位を使用した。M2タンパク質は A
型インフルエンザウイルスの膜であるエンベロープ内に存在する膜タンパク質
であり、pH依存性のプロトンチャネルを形成している。また、このタンパク質
は 97残基から成る 1回膜貫通タンパク質であり、N末端、C末端はビリオンの
外側と内側に向かって延びており、天然状態ではヘリックス構造をとっており
テトラマーを構成している。さらに、その 4本膜貫通ヘリックスは pH依存性
のプロトンチャネルを形成しており、その中に含む His 37は pHセンサーであ
り、Trp 41はゲートの役割を担っている 1,2。エンドサイトーシスの過程によっ
てウイルス内部より pHが低いエンドソーム内に入ったとき His37はプロトン
化し、電気的反発によりチャネルが開く。プロトンチャネルが開くことにより
ウイルス内部が酸性条件下に置かれることでウイルスの殻を成しているマトリ
クスタンパク質であるM1タンパク質を壊し、ウイルス感染を引き起こす。ま
た、M2タンパク質のこの部位はいくつかの金属と反応する能力を保有している
ことも知られている
14
。
SDPLVVAASIIGILHLILWILDRLFFKSIYRFFEHGLKとなっておりM2タン
パク質の S23から K60の配列は 13、多くが疎水性側鎖を持つアミノ酸で構成さ
れているため、水にはほとんど溶けない膜タンパク質である。本研究ではこの
M2タンパク質の膜貫通部分である S23から L46までの水溶性アナログを設計
するからスタートした。続いて、ヘリックスバンドルの内部に新たな金属結合
部位を設けるべく配位結合しうる窒素、硫黄を側鎖に含むアミノ酸残基(ヒスチ
ジン、システインなど)と電荷的に有利な静電相互作用を起こすアミノ酸残基(負
電荷：アスパラギン酸、グルタミン酸 正電荷：リジン、アルギニン)を最適な
位置に配するよう設計した。 
 
第二章では、ペプチドを用いてαヘリックスを用いた同様の立体構造の土台
を設計し、これに機能部位導入を行うことで、酵素機能のうち加水分解能の発
 9 
現が可能かどうか探ることとした。天然のタンパク質分解酵素は、通常分子量
３万程度、アミノ酸残基 300程度の大きな分子であるが、アミノ酸残基数 30程
度で十分の一の小型分子で同等の機能を発現させることを目指したものである。
加水分解する基質としてターゲットにしたのは脂肪細胞の中にある脂肪滴で、
それを分解するペプチドを創り、将来的には抗肥満薬としての利用を図りたい
と考えた。メタボリックシンドロームの原因でもある肥満を解消することがで
きれば、現代の高齢化社会での問題点の解決に役に立つと思われる。具体的な
設計としては、安定なαヘリックスバンドル骨格内に天然プロテアーゼの活性
部位であるヒスチジン、セリン、アスパラギン酸の 3残基から成る catalytic 
triad を導入することとした。 
脂肪滴とはトリアシルグリセロールをリン脂質で覆っているもので、これが
肥大化すれば脂肪細胞が大きくなり肥満になる。脂肪滴を分解するにはまず脂
肪細胞の中に入りリン脂質を通り抜けトリアシルグリセロールを分解すればよ
い。そのためには膜透過機能とトリアシルグリセロール分解能を持てばよく、
そのためには膜との親和性が高く、また電荷を持っていないものを分解するこ
とができればよいと考えた。脂肪を分解する天然酵素にリパーゼというものが
ある。リパーゼは細菌
15-17
や植物
18,19
、動物
20,21
など広く発生している。この
酵素は脂肪消化やリポタンパク質代謝、脂肪細胞の中での脂質の動きなどに重
要な役割を果たしている。これはトリアシルグリセロールエステル結合を加水
分解する
22-25
。肥満は炎症と関連し、代謝の異常やインスリン抵抗性といった
内分泌に裏づけされている。肥満での脂肪細胞の広がりは、炎症の増加、脂肪
細胞から派生したサイトカインの異常調節、脂肪分解の抑制をするインスリン
欠損を平行に起こす。脂肪細胞でのこれらの変化は異所性脂肪沈殿や骨格筋と
肝臓でのインスリン抵抗性、食後のグルコースの除去と生産などに寄与してい
る
26
。実際、脂肪分解は脂肪細胞の炎症を促進させ、炎症の悪循環、インスリ
ン抵抗性、異常な脂質代謝の可能性を引き起こす
27
。肥満の時に、低悪性度の
炎症の仲介役とトリガーを理解することは、代謝の病気への新たな治療戦略を
与えるかもしれない。栄養素の統合と病原体の検出システムは肥満誘起炎症の
パターン認識レセプター(PRRs)の研究を促進させる。PRRsは肥満に関係のあ
る過度の栄養素から炎症のきっかけを伝える。PRRsを認識させる飽和脂肪は、
Toll-like receptor (TLR)4, protein kinase R (PKR)とNOD-like receptor family, 
pyrin domain containing 3 (NLRP3)を経由して、炎症性の反応を引き起こすこ
とによって宿主病原体相互作用の形を発現するかもしれない
28-31
。 
脂肪滴はトリアシルグリセロールやコレステリルエステルのような中性脂
肪の貯蔵庫であり、栄養素が欠乏したときや多くのエネルギーを要求されたと
き、エネルギー基質として提供される重要な役割を担っている。高分子を分解
 10 
しエネルギーを得るキーとなる過程は、脂肪細胞のトリアシルグリセロールの
分解と、遊離脂肪酸とグリセロールの放出である。今まで、三つの酵素、adipose 
triglyceride lipase, hormone sensitive lipase, monoglyceride lipase,が脂肪細
胞に違うステップで脂肪分解をすることが発見されている
32-34
。まず adipose 
triglyceride lipaseがトリアシルグリセロールを分解し、一つの遊離脂肪酸とジ
アシルグリセロールを放出する。次に hormone sensitive lipaseがジアシルグリ
セロールを分解し、遊離脂肪酸とモノアシルグリセロールを放出する。最後に
monoglyceride lipaseがモノアシルグリセロールを分解し、グリセロールへと変
換する。脂肪細胞ではβアドレナリン作用のレセプターに働く、カテコールア
ミンとインスリンレセプターを通して機能するインスリンが、脂肪分解におい
て最も強い刺激とホルモンの阻害を現す。基礎的状態では、adipose triglyceride 
lipase, hormone sensitive lipaseは脂肪細胞の細胞質に存在している。βアド
レナリン刺激は protein kinase A (PKA)によってペリリピンがリン酸化され、
続いて adipose triglyceride lipase, hormone sensitive lipaseが脂肪滴表面に転
位し、脂肪分解を刺激する
35-40
。セリン 47とアスパラギン酸 166の catalytic 
dyad を含む adipose triglyceride lipaseの N末端領域では触媒活性が重要で、
C末端では脂肪滴の場所のコントロールをしている 41。但し、CGI-58による脂
肪滴表面での adipose triglyceride lipaseの活性の研究は行われているけれども、
脂肪滴からの adipose triglyceride lipaseの除去の正確なメカニズムははっきり
としないままである。また、adipose triglyceride lipaseはリン酸化タンパク質
として知られている。過去の研究より、C末端領域にあるセリン 406、セリン
430がリン酸化サイトであることがわかった。最近の研究で AMP 依存プロテイ
ンキナーゼによるセリン 406のリン酸化は adipose triglyceride lipase酵素活性
を活性化することが分かってきた
42
。しかし、さらに最近の研究より、セリン
406がPKAの直接のターゲットでありそのリン酸化はβアドレナリン作用性刺
激に対する応答性で脂肪分解活性と相関がある
43
。 
上記よりリパーゼは、脂肪分解を行う酵素ではあるがこれにより血中の脂肪
が細胞内に取り込まれることが知られており、そのためリパーゼの阻害剤が主
な抗肥満薬となっているが、すでに存在する脂肪細胞を分解する薬はまだ無い。
脂肪細胞の細胞膜を透過しトリアシルグリセロールを分解するためには、リパ
ーゼのような酵素活性と細胞膜を壊さずに透過する部位が必要とされる。そこ
で我々は細胞内に入り込み脂肪滴を分解するペプチドを創ることを目標に掲げ
た。  
 
第二章の後半では、この脂肪分解ペプチド、これは「ミニチュア酵素」とも
呼ぶべき小型の機能性分子であるが、これが他の基質に適用できるかどうかの
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探索を行った。この結果、基質として、アルツハイマー病などに関係のあるア
ミロイド線維をもちいたところ、分解能を示すものを発見したので紹介する。
アミロイド線維とは、アミロイドーシスと呼ばれる病気によって沈着するタン
パク質の凝集体のことである。アミロイド線維はタンパク質がクロスβシート
構造をとり、それが幾重にも重なった結果、線維ができ細胞毒性を持つ。アミ
ロイド繊維は、約 10ナノメートルの直径と長さが数μmであるタンパク質のミ
スフォールディングと自己組織化集合体であるもので、クロスβシート構造を
形成する線維長軸に対して、垂直に配置されている
44-49
。アミロイド線維の形
成（すなわち、アミロイド線維化）は、アルツハイマー病、プリオン病、II型
糖尿病、透析関連アミロイドーシスのような 30を超える疾患の病理に関連付け
られている。アミロイドタンパク質およびその前駆体の情報の増加量は、分析
方法の出現で蓄積してきたが、アミロイド線維とアミロイドーシスの形成の基
礎となる分子機構は依然として不明である
50
。これらの構造は、典型的には直
径 100〜200Åである線維の長軸に対して平行β-シートの配列からなるユニバ
ーサル"クロスβ"コア構造を含む、多くの共通の特性を有する 51。これらの線維
の状態はミクロンオーダーの長さで並べられ
52
、機械的な鋼およびシルクに匹
敵する特性、ならびにアクチンおよび微小管などの生体フィラメントの典型的
なものよりもはるかに大きい
53
。アミロイド線維はまた、しばしば、化学的ま
たは生物学的手段によって分解する、タンパク質の折り畳み状態のものだけで
なく、より大きな抵抗を超える非常に高い運動および熱力学的安定性を有する
ことができる
54,55
。これらの特性を利用するタンパク質のいくつかの機能的な形
態は、生体系で観察されている
56
。しかし、より一般的には、正常で可溶性機
能性タンパク質のアミロイド状態への変換は、アルツハイマー病からタイプ II
糖尿病に至るまで、多くの衰弱するヒトの疾患に関連付けられている
48,57,58
。ア
ミロイド線維の研究は多くの研究室で行われているがいまだ根治する薬が存在
しないのが現状である。いくつかのアプローチがアミロイド線維の形成を阻害
するために同定されている
59,60
。これらのアプローチの一つは、阻害剤として自
己タンパク質からフィブリル形成セグメントペプチドを使用する
61-64
。さらに、
非天然ペプチドは、線維形成を邪魔させる環状β-シートミミックとして設計さ
れている
65-72
。近年、大環状β-シートペプチドのタウ·タンパク質由来ペプチド
の凝集を阻害する能力を証明するために合成され、そして環状の非天然アミノ
酸阻害剤のアミロイド"ジッパー"モデルの構造に基づいてアミロイド線維形成
に対する設計がなされた
73
。 
今までの薬剤はアミロイド線維の形成を阻害するものしか存在しなかった。
しかしそれでは、根本的解決にならない。アミロイド線維が残ってしまうので、
いつその阻害剤が結合しなくなって線維が伸びてアミロイド症になるか分から
 12 
ない。また、その存在するアミロイドが細胞毒性を持ったまま存在しているケ
ースも考えられる。アミロイド症をなくす方法として、アミロイド線維を分解
することができるペプチドが創製できれば多くのアミロイド症の人の治療に役
に立つだろう。そのためにクロスβシート構造を壊したり、ペプチド結合を選
択的に切断したりすることができる、加水分解酵素の機能を持つ分子が必要と
される。そこで、上記の脂肪滴を分解するペプチド(ミニチュア酵素)の設計戦略
を応用し、戦略としてダイマーのヘリックスバンドル内に catalytic triad を持
ち、基質を挟み込むようなものを設計することで、アミロイド線維の分解を目
指すこととした。 
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第一章 レアメタルと選択的に結合するペプチド 
実験方法 
(1) 野生型と水溶性アナログの合成及び精製 
 まず、野生型の膜貫通部分M2と水溶性アナログM2SAP(Soluble Analog 
Peptide)1, M2SAP2, M2SAP3, M2SAP4、M2SAP5、M2SAP7、をペプチド合
成機(Pioneer , Peptide synthesis System ; Applied Biosystems) を用いて合成
した。合成に使用する支持体(レジン)は、fmoc-Leu-PEG-PS を用いた。次にレ
ジンからペプチドを切り離し、併せて側鎖の保護基を取り除くためにクリーベ
ッジを行った。合成後のペプチドレジンを乾燥させ、氷浴中で 1.50 g 結晶フェ
ノール、0.50 ml 1,2-ethanedithiol(EDT)、1.0 ml チオアニソール、1.0 ml 
Milli-Q水、16.5 ml Trifluoroacetic acid(TFA)、を加え、室温で 120分間スタ
ーラーにより撹拌した。撹拌した後フィルターを通して溶液を氷浴中の t-butyl 
methyl ether(MTBE) 30 ml 中に加え、レジンから離れたペプチドを抽出した。
その後遠心分離を行い(0℃、3000 rpm、10分)、上澄みを除いた後再度MTBE
中に懸濁した。この操作をもう二回繰り返し、得られた沈殿をアスピレーター
により乾燥させた。このクリーベッジの操作により fmoc-Leu-PEG-PS に結合
していたワイルドタイプ及び水溶性アナログタンパク質の C末端はフリーな C
末端とした。得られたクリーベッジ後のペプチドを精製するためにペプチドの
疎水性を利用した逆相クロマトグラフィーを行った。精製には reverse-phase 
high-pressure liquid chromatography (RP-HPLC ; 日立製作所)を用い、カラム
には Develosil ODS column (Nomura Chemical)を用いた。設計したペプチド
の粉末を 0.1%TFAを含む 20%アセトニトリル溶液に溶解させ、15000 rpm,10
分間遠心を行い、上澄み液を孔 0.45 µmフィルター(Millex-LH、Millipore社製)
でろ過し、カラムにインジェクトした。そして、1分ごとに 1％アセトニトリル
濃度が上昇するようにグラジエントをかけて流速 10ml/min で溶出ピークを分
取した。分取した全てのピークはMALDI-TOF-MS(SHIMAZDU)による質量測
定によって確認し、目的のペプチドのピークを同定した。その後溶液中のアセ
トニトリルを 60分から 120分間ほど遠心濃縮することで蒸発させ、凍結乾燥を
行い目的のペプチドを得た。 
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(2) ペプチド溶液の調整及び溶解度の評価 
得られた野性型M2を秤量し、3-メチル-1-ブタノールに溶かし、得られた水
溶性アナログペプチドを秤量し、Milli-Q水に溶かしペプチドストックを作製し
た。ペプチドの濃度測定は 8 M塩酸グアニジン溶液とペプチドストックを 3：1
の割合で混合し、紫外可視吸光測定を行った。濃度測定には紫外可視吸光計 
V-650 (日本分光)を用い、光路長 1 cmの Y字型セルを用いた。得られた吸光度
と文献の Trpの 280 nmでのモル吸光係数( 5690;280ε  M
-1cm-1)を用い 74、
Lambert-Beerの式 
  
 
clA ε=
                 (1) 
 
(A;吸光度、ε;モル吸光係数、c;サンプル濃度、l;セルの光路長) 
より各ペプチドストックの濃度を求めた。さらに、ペプチドストックから 300 
µMになるように定量し、20 mM酢酸バッファー及び Trisバッファーと混ぜて
15000 rpm,10分間遠心して沈殿を見て溶解度を評価した。 
 
(3) 円偏光二色性測定 
円偏光二色性(CD)測定は、光学活性な物質に円偏光を当てたときの右円偏光
と左円偏光の吸収の差を見る測定法である。ペプチドには遠紫外領域に電子遷
移があるが、電子状態は二次構造によって異なるため、二次構造を反映したス
ペクトルが得られる。タンパク質の二次構造がαヘリックス構造をとった時 208 
nmと 222 nmに負の極値を持ち、βシート構造をとった時 217 nmに負の極値
を持ち、ランダムコイル構造をとった時 197 nmに負の極値を持つことが知ら
れている。今回 CD測定は Jasco J-720 spectro-polarrimeter(日本分光)で行い、
測定には光路長 0.1 mmタイコセルを用い 300 µM、200 µLのペプチド溶液を作
製し測定した。測定条件は温度 25℃、走査波長 250 nmから 190 nm、データ
間隔 0.2 nm、走査速度 100 nm/min、レスポンス 2 sec、バンド幅 1 nm、感度
10 mdeg、積算回数 8回で行った。モル楕円率[θ]は次式を用いて計算した 75。 
 
                           (2) 
 
 
yLC
x1.0][ =θ  
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(x；波長λで得られた楕円率、ｙ；ペプチドの残基数、L；セルの光路長(cm)、
C；ペプチドの濃度(M) ) 
 
(4) 動的光散乱測定 
動的光散乱(DLS)測定は、サンプル溶液にレーザー光を当てた時の散乱光強度
の時間変化を見る測定法である。この散乱光強度の時間変化は溶液中での溶質
粒子のブラウン運動を反映しているため、散乱光強度は溶液中の粒子が小さい
粒子であるほど激しく、大きい粒子であるほど緩やかに変動する。この散乱光
強度の時間変化は、二次の自己相関関数 )()2( τg として以下のように表される 76。 
                  
                              (3) 
 
 
(I(t)；時間 t における散乱光強度、I(t+τ)；時間(t+τ) における散乱光強度) 
自己相関関数は、ある時間 t における粒子と時間(t+τ) における粒子の重なり合
いの度合いを時間の関数として表したものと考えることができる。この自己相
関関数の減衰のしかたは粒子の大きさに依存しており、小さい粒子であるほど
自己相関関数は急速に減衰し、大きい粒子であるほど自己相関関数は緩やかに
減衰する。散乱光強度の時間変化から直接求められる二次の自己相関関数
)()2( τg は次式で表される 77-79。 
 
              (4) 
 
  (5) 
 
    (6) 
 
  (7) 
 
 
( )()1( τg ；一次の自己相関関数、α；定数、Γ；減衰定数、 
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2
2 / Γµ ；多分散指数、D；拡散係数、q；散乱ベクトル、 
0n ；溶媒の屈折率、 0λ ；レーザー光の波長、θ；角度) 
拡散係数と流体力学半径の関係は、アインシュタイン-ストークスの式によって
以下のように表される
80
。 
 
                           (8) 
 
(k；ボルツマン定数、 0η ；溶媒の粘度、R；流体力学半径) 
このようにして散乱光強度の時間変化から、溶液中の粒子の流体力学半径や多
分散度を求めることができる。 
動的光散乱測定には Zetasizer Nano-S (Sysmex) を用い、光路長 3 mmの角
型セルを使用した。測定は、測定温度 25℃、測定継続時間Manual 標準ラテッ
クスの測定時間を 1秒、Attenuator 10、計算結果Multiple Narrow Modes で
行った。また、測定サンプルには、25℃、15000 rpmで 10分間遠心したもの
を 300 µM、15 µL用いた。 
 
(5)  等温滴定熱量計測定 
等温滴定熱量計(ITC)測定で用いる装置には、断熱ジャケットに覆われたサン
プルセルとリファレンスセルがあり、測定前は 2つのセル間の温度差 ∆Tは 0に
保たれている。サンプルセルに測定サンプルを充填し、インジェクタントを滴
下すると、発熱反応あるいは吸熱反応が生じ、温度差 ∆Tが生じる。この ∆Tを
再び 0にするよう、サンプルセルに供給される熱量を測定する。これより熱量
変化を示すピークが得られる
81
。 
このピークは単位時間当たりの熱量変化であるため、時間積分するとエンタ
ルピー変化 ∆Hを測定することができる。この時間積分で得られた滴定曲線の解
析から解離定数を求められる。 
本研究の ITC測定は、VP-ITC MicroCalorimeter(MicroCal) を用いて行った。
測定は、Total injection:30、Cell Temp:25℃、Spacing:240 sec、Volume:10 µL、
Dulation:16 secの条件で行った。またサンプルは 300 µM、1.5 mL 作製した。 
測定では、測定前日までに VP-ITC MicroCalorimeterを起動させ、温度の安
定化を行った。サンプルセルに入れる測定溶液は、ThermoVac(MicroCal) によ
り 3分間脱気を行い、セルへの充填後 5回ほどポンピングを行いセル内の空気
R
kTD
06piη
=  
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を外に出した。また、インジェクタントに用いる測定溶液は 15000 rpm で 10
分間遠心して脱気を行い、シリンジ充填時にも Purge-Refill を二度行うことで
シリンジ内の空気を抜いた。溶液中の空気が原因で測定結果にノイズが現れて
しまうので、このように念入りにエアー抜きを行った。 
[ ] [ ] [ ]nPMMnP ↔+                 (9) 
(10) 
 
 
得られた結果を Appendix.1によって解析し、(9),(10)式を用いて解離定数及
び、結合に伴うエンタルピー変化を比較することで、結合の強さを評価した。
また化学量論量 n は 1対 1で結合するものとしてフィッティングを行った。本
研究の解析では、MicroCal 社 ITC Data Analysis in Origin Tutorial Guideの
解析法を参考にして、curve fit を行った。 
(6) 核磁気共鳴測定 
核磁気共鳴(NMR)測定には DMX-750分光器(Bruker社製)を用いた( H1 周
波数 750.03 MHz)。タンパク質やペプチドは水系溶媒に溶解させてその物性を
調べるのが一般的である。重水を用いれば水のシグナルはほとんど観測されな
いので問題ないが、タンパク質やペプチドの解析に重要なアミドプロトンのシ
グナルが消えてしまう可能性があり軽水中での測定が望まれる。そのため 
WATERGATE(WATER suppression by GrAdient Tailored Excitation) とい
うシーケンスを用いた
82-84
。WATERGATE とは FID(自由誘導減衰)取り込みの
直前に磁場勾配パルス-選択的 180°パルス-磁場勾配パルスという一連のパル
ス系列を照射する。2つの磁場勾配パルスは勾配の方向が同じになるように照射
する。また選択的 180°パルスとは水由来のプロトンの化学シフトのみが何の変
化もあたえられず、それ以外の周波数領域では 180°パルスが与えられるような
励起プロフィールを意味する。つまり水由来のプロトンの磁化はただ 2つの磁
場勾配パルスを照射されるだけなので累積的にデフェイズされて打ち消される
が、それ以外の周波数を持つプロトンの磁化は 180°パルスの存在によりリフォ
ーカスされる。結果溶媒由来のシグナルが劇的に減少する、といったものであ
る。 
NMR測定に用いたサンプルは、10％D2Oを含む 400 µLの溶液で、10分間、
15000 rpm遠心後試料管に入れ測定を行った。 
二次元 NMRにおいては、阪大産研の AVANCEⅢ700(Bruker社製)を用いて
測定を行った。測定は COSY、TOCSY、NOESYスペクトルを測定した。TOCSY
[ ]
[ ][ ]n
n
a MP
PMK =
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はmixing time 30ms,60ms、NOESYはmixing time 100ms,200msで測定を行
った
85
。 
一次元プロトン NMRで金属を 20 mM酢酸バッファー中、Tris バッファー
中のペプチド 300 µM 400 µLに対して 0当量、1/8当量、1/2等量、1等量と滴
定していったものを測定していき設計ペプチドの金属結合部位を特定した。銅
イオンの常磁性イオンによる NMRスペクトルへの影響は 
    (11) 
で表される。二次元プロトン NMRでペプチド 1mMに対し、金属無しと、パラ
ジウムテトラアンミン錯体0.3当量加えたものを測定し二次元NMRスペクトル
を得た。NOEピークは 
    (12) 
で表される
86
。 
(7) 分析超遠心測定 
 分析超遠心測定は、遠心中に起こるセル内のサンプル全体の沈降減少を吸光
度変化として検出し、その吸光度をセル中心からの距離 rに対してプロットし
て解析することで、溶質粒子の粒度分布や分子量を知ることができる。分析超
遠心測定には大きく分けて二種類の測定法(沈降速度法と沈降平衡法)がある。沈
降速度法は比較的高い回転数で遠心を行うことで溶質粒子が沈降していく過程
を経時的に観測する測定法であり、以下の Lammの方程式を用いて解析を行う
ことで溶質粒子の沈降係数(s)の分布を求めることができる 87。  
(13) 
(C; 濃度、r; 回転中心からの距離、s; 沈降係数、ω; 回転の角速度、D; 拡散係
数) 
今回の解析は Van Holde-Weishet法解析 88、C(s)解析法 87によって行い、得られ
た沈降係数 sと拡散係数 Dをもとに Svedbergの式によって分子量に換算した。 
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                          (15)   
  
(υ ： 溶質の偏比容  
( ρ ：溶媒の密度 f：摩擦係数) 
一方、沈降平衡法は比較的低速でローターを回転させて溶質の沈降と拡散が
平衡に達した時点における濃度分布を観測する測定法であり、濃度分布はタン
パク質の吸光度によって決定している。また、以下の式を用いてフィッティン
グを行うことで溶質分子の分子量Mなどを求めることができる 89。 
                               
                                                      (16)    
 
(C(r)：中心からの距離 r の位置での重量濃度、ω：回転の角速度、υ ： 溶質の
偏比容、 ρ ：溶媒の密度) 
測定バッファーとして20 mM酢酸バッファー(pH 5.5)を用いM2SAP3を300 
µM ペプチドのみ(253 nm)、ペプチド＋Cu2+(305 nm)、ペプチド＋
Pd(NH3)42+(305 nm)、M2SAP5をペプチドのみのサンプルを 25℃で測定した。
300 µMのペプチドとペプチドに対して1当量の金属イオンのサンプルについて
沈降速度法測定を 55000 rpm、沈降平衡法測定を 24000 rpmで行った。偏比容
はアミノ酸配列から 0.7696とし、密度はバッファー組成から 0.9993とした。 
 
(8) 誘導結合プラズマ測定 
誘導結合プラズマ(ICP)は、アルゴンガスに高電圧をかけることによってプラ
ズマ化させ、さらに高周波数の変動磁場によってそのプラズマ内部に渦電流に
よるジュール熱を発生させることによって得られる高温のプラズマである。そ
の温度は太陽の表面と同じ位の 6000 Kから 10000 Kにもなる。ICPの放電は
高い電子密度になり 1015 cm-3である。そのプラズマによって励起した原子が低
エネルギー準位に戻るときに放出されるスペクトルを測定する。 
今回使用した測定法は ICP-AES（ICP - Atomic Emission Spectrometry(ICP発
光分光)）で ICPによって分析試料を原子化・熱励起し、これが低準位エネルギ
ー状態に戻る際の発光スペクトルから元素の同定・定量を行う方法である。原
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子吸光法と異なり、高感度であり安定性がよく、一度に何種類もの元素を分析
することができる
90
。 
 
 結果と考察 
(1) 野生型及び水溶性アナログタンパク質の設計 
M2とはM2タンパク質の膜貫通部位である S23から L46までを切り出したペ
プチドで、αヘリックスのテトラマーを形成していることが知られている
(Figure 1)12,13。野性型M2及び設計した水溶性アナログタンパク質M2SAP1～
7の配列を Figure2で示す。全体の設計指針については以下の通りである。ま
ず 6つの設計ペプチドはTango という二次構造予測ソフトウェアを用いてαヘ
リックスを巻くように設計を行った。次に活性部位を想定したヘリカルホイー
ルの内側に位置する a,dのアミノ酸残基(特にヒスチジンとトリプトファン)は固
定し、溶解度を上げるため外側に位置する b,c,fのアミノ酸残基を親水性の高い
アミノ酸に変化させた(Figure 2)91-93。Tangoでは二次構造の予測と会合体を作
るかの予測はできるが、会合数はわからない。この会合数に関しては、元のM2
タンパク質の構造で内側に位置するアミノ酸残基(a,d)がテトラマーを形成する
のに寄与していると考えて、テトラマーを維持するため(a,d)は変更しなかった。 
   
個々のペプチドの設計について具体的には、M2SAP1は野生型の構造と機能に
関与していると考えられるヘリカルホイールの b,c,f の位置のアミノ酸を溶解
e
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e
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Figure 1. 左がM2タンパク質の機能部位を含む膜貫通ドメイン。
右がそれを上から見たヘリカルホイールの図 
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度の高いアミノ酸やヘリックス配向性の高いアミノ酸(アスパラギン(N)やロイ
シン(L)、アルギニン(R))に変化させることで、水溶性を高めたものを作製しよ
うと試みた。 
M2SAP2は、M2SAP1をより溶解度の高いものへとするために、アラニン(A)
をアルギニンに変えアミノ酸配列をリデザインした。ヘリックス配向性が高く
電荷を帯びており溶解度が高いのでアルギニンを選んだ。 
M2SAP3は、M2SAP2よりも溶解度の高いものへとするために、アスパラギ
ンをアルギニンに、また、ヘリックス配向性を考慮して、アルギニン、ロイシ
ンをリジン(K)に変えアミノ酸配列をリデザインした 94。C末端をリジンにする
とヘリックス配向性があがるため、また、等電点を塩基性に偏らせるためにも
リジンを選んだ。 
M2SAP4はM2からヘリックスの位置におけるヘリックスの配向性の高いも
のや、側鎖同士の相互作用を考慮してヘリックスを形成しやすくし、水溶性ア
ナログが作製できるようにリデザインした
94-97
。 
M2SAP5はM2SAP3の NMRの結果よりパラジウムがヒスチジン(H)に結合
していて、銅がメチオニン(M)、アスパラギン酸(D)に結合していることが分か
ったので、そこをロイシン、グルタミン酸(E)にリデザインした。 
M2SAP7はM2SAP5から錯体イオンを形成し、負電荷を帯びているレアメタ
ルと静電相互作用により結合しやすくするために正電荷を持ったアルギニンに
置換しリデザインした。 
 
 (2) 溶解度の評価 
1  2  3  4   5  6   7  8  9 10 111213  141516171819 20 21222324
defgabcdefgabcdefgabcdef
M2         SDPLVVAASIIGILHLILWILDRL
M2SAP1     SDPLVNAASLIGLLHLLLWRMDRL
M2SAP2     SDPLVNRASLIGLLHLLLWRMDRL
M2SAP3     SDPLVRRASLIGLLHLLLWKMDRK
M2SAP4     SDQLVERASNIGMLHLMLWKLDRK
M2SAP5     SDPLVRRASLIGLLHLLLWKLERK
M2SAP7     SDPLVRRASRIGLLHLLLWKLERK
Figure 2 デザインペプチドの配列 
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M2SAP1～7を精製したペプチドをMilli-Q水に溶かしペプチドストックとし
た。そのペプチドストックから濃度 300μMで体積 200μLになるように分取
し、最終サンプル濃度が 20 mM酢酸バッファー(pH 5.5)または 20 mM Trisバ
ッファー(pH 7.3)になるように混合して 15000 rpm,10分間遠心し、沈殿生成の
有無を目視で確認した(Table 1)。その結果、M2SAP1は酢酸バッファー、Tris
バッファー中どちらでも沈殿が生じた。M2SAP2は酢酸バッファー中では沈殿
が生じず、Trisバッファー中では沈殿が生じた。M2SAP3は酢酸バッファー、
Trisバッファー中のどちらも沈殿が生じず溶解度が高いことが分かった。
M2SAP4は酢酸バッファー中では沈殿が生じず、Trisバッファー中では沈殿が
生じた。M2SAP5は酢酸バッファー、Trisバッファー中のどちらも沈殿が生じ
ず溶解度が高いことが分かった。M2SAP7は酢酸バッファー、Trisバッファー
中のどちらも沈殿が生じず溶解度が高いことが分かった。それぞれのペプチド
について配列は少ししか変わらない、または親水性アミノ酸の数が同程度にも
関わらずpHによって溶解度が違ってくる理由に関して、等電点pIに着目した。
等電点(pI)とはタンパク質の総電荷が 0になるときの pHを示す(Table 1)。それ
ぞれのデザインペプチドの pIは、M2SAP1(6.47)、M2SAP2(9.25)、
M2SAP3(10.90)、M2SAP4(8.33)、M2SAP5(10.90)、M2SAP7(11.55)である。
M2SAP1は等電点がほぼ中性付近の値を取っており、電荷がほとんどない状態
になったため酸性、中性条件下において沈殿してしまったのではないかと考え
られる。M2SAP2、4に関しても同様に等電点が中性に近いため、中性条件下で
は溶解しなかったものと考えられる。M2SAP3、5、7に関しては等電点が 10.90
と塩基性条件下に総電荷が 0になるので中性条件下でも溶解度が高かったもの
と考えられる。以上の結果より、また、親水性のアミノ酸と等電点が酸性や中
性条件下での溶解度に寄与していることが示された。 
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Table 1 デザインペプチドの等電点と溶解度の評価  
 
(3) 二次構造の評価 
デザインしたタンパク質について、二次構造を調べるために CD測定を行っ
た(Figure3)。M2タンパク質はαヘリックスのテトラマーのため、デザインし
たタンパク質がαヘリックスになるかどうか、208nm,222nmに負の極値を持つ
αヘリックスに特徴的なピークより、CDによって容易に検出可能である。溶媒
条件としてはまず酢酸バッファーを用いたが、溶解度の低かったM2SAP1は測
定がうまくできなかった。M2SAP2、M2SAP4は酢酸バッファー中でのみ、
M2SAP3は酢酸バッファーと Trisバッファー中で、濃度を 300 μMで測定を
行った。この結果M2SAP2は 208nm,βシート構造に特徴的な 217nm,222nm
に緩やかなピークが見られこれらが共存することからαヘリックスとβシート
の混合した二次構造をとり(Figure not shown)、M2SAP4はランダムコイルで
二次構造をとらないことがわかった(Figure not shown)。M2SAP3は酢酸バッ
ファー中ではほとんどがランダムコイル状態でありすこしのαヘリックス構造
との平衡状態にあることが読み取れ(Figure3A)、Trisバッファー中ではαヘリ
ックスとβシートの混合した二次構造をとることが分かった(Figure not 
shown)。M2SAP3に関しては酢酸バッファー中よりも Trisバッファー中のほ
うが等電点に近いため、疎水相互作用によりβシート型の水素結合で会合した
ためこのような結果が得られたのだと考えた。M2SAP5は酢酸バッファー中で
peptide     pI*¹  Solubility*² 
M2SAP1 6.47 溶けなかった 
M2SAP2 9.25 酸性条件下○ 
M2SAP3 10.90 酸性、中性条件下○ 
M2SAP4 8.33 酸性条件下○ 
M2SAP5 10.90 酸性、中性条件下○ 
M2SAP7 11.55 酸性、中性条件下○ 
*1 等電点 *2 溶解度○(300µM以上溶解した)  
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αヘリックス構造をとった。M2SAP7は酢酸バッファー中でランダムコイル構
造をとった。 
次に、もともとのM2タンパク質は金属イオンと結合することが知られてい
るため、色々な金属イオンを添加して CDスペクトルを測ってみた(Figure3)。
その結果、M2SAP2は銅イオン、亜鉛イオン、パラジウムアンミン錯体イオン
を添加したときにαヘリックス構造をとることが分かった。またニッケルイオ
ンを添加したときもαヘリックスへの構造変化が少し見られた(Figure not 
shown)。 
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Figure 3. 金属存在下、非存在下での酢酸バッファー中でのM2SAP3と
M2SAP5、M2SAP7の CDスペクトル 
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M2SAP3については銅イオン、パラジウムアンミン錯体イオンを添加したとき
にαヘリックス構造をとることが分かった(Figure3A)。M2SAP4についてはど
の金属イオンを添加しても二次構造に変化は見られなかった(Figure not 
shown)。M2SAP5は銅イオンとパラジウムアンミン錯体イオン、白金クロロ錯
体イオンを添加したときに構造を変化させた(Figure3B,C)。M2SAP7は金クロ
ロ錯体イオンを添加したときに構造を大きく変化させた(Figure 3D)。金属イオ
ンを添加することでランダムコイル構造をとっているものとαヘリックス構造
をとっているものの平衡が偏りαヘリックス構造をとっているものが多くなっ
た結果、このような CDスペクトル変化が得られたと考えられる。以上より野
性型M2と比べ新たな選択的金属結合能を有するタンパク質が作製されたこと
となった。特にパラジウムアンミン錯体イオン、金クロロ錯体イオン、白金ク
ロロ錯体イオンとの結合能を示したことは、今までに例を見ないデザインペプ
チドの可能性を示唆した。 
(4) 粒径の評価 
 次にデザインした水溶性アナログタンパク質の粒径を調べるためにDLS測定
を行った(Figure4)。DLS測定では散乱光の強度は直径の 6乗に比例する 113。
図中では横軸にキュムラント法によって粒体の直径に変換したものである。元
のM2タンパク質の膜貫通ドメインは、3×3×4 nm位であることから 3～4 nm
付近にピークが得られれば水溶性アナログができたと考えられる。M2SAP2は
金属イオンと結合しαヘリックス構造をとっているものは 10～20 nm、金属イ
オンなしと金属イオンを入れても CD測定より構造変化を起こさなかったもの
は 20～30 nmという結果が得られた(Figure not shown)。M2SAP3は、酢酸バ
ッファー中では銅イオン、パラジウム錯体イオンを加えたものは 4～5 
nm(Figure4A)、金属添加無しや亜鉛イオン、ニッケルイオン、コバルトイオン
を加えたものは 3～4 nmという結果が得られた。これは CDで構造変化を示さ
なかったものと一致することから、金属と相互作用すると粒径が大きくなるこ
とが言える。Trisバッファー中では金属と結合しαヘリックス構造をとったも
のは 5~6 nm、金属と相互作用しなかったものは 7~8 nmという結果が得られた
(Figure not shown)。Trisバッファー中での結果については上記M2SAP2と同
様で金属と結合したことにより得られたエネルギーによって安定化した分、疎
水結合がエネルギー的に必要なくなった結果小さくなったものと考えられる。
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酢酸バッファー中については、金属と相互作用していないものは CD測定より
ランダムコイル構造とαヘリックス構造の平衡をとっていることが示されてい
ることから、モノマーもしくは数merのαヘリックス会合体であると考えられ
る。ランダムコイル構造をとるものは経験的にモノマーであることが知られて
いる。一方で酢酸バッファー中での金属イオンと相互作用している CDの結果
を示すものについては、M2タンパク質の水溶性アナログではないかと考えられ
る。4~5 nmではあるが水和してタンパク質に結合している水分子の大きさを考
えると妥当であると考えられる。M2SAP5については、酢酸バッファー中では
金属と相互作用しαヘリックス構造をとったものは 4～5 nmという結果が
(Figure 4B)、M2SAP7については、酢酸バッファー中では金属と結合しαヘリ
ックス構造をとったと CDにより判断されるものは直径 5～6 nmという結果が
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Figure 4. DLSスペクトル。A, M2SAP3 (黒線(ペプチドのみ)、青線(銅添加)
橙線(パラジウムアンミン錯体イオン添加) ) B, M2SAP5 (黒線(ペプチドの
み)、青線(銅添加)橙線(パラジウムアンミン錯体イオン添加)、紫線(白金クロ
ロ錯体イオン添加))  
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得られた(Figure not shown)。以上の結果より酢酸バッファー中の銅イオン入り
とパラジウム錯体イオン入りのタンパク質M2SAP3,及び、M2SAP5とM2SAP7
がM2タンパク質の水溶性アナログであることが支持された。 
(5) 金属結合能の評価 
 金属結合能を、定量的に熱を測定することで評価するために ITC測定を行っ
た。ITC測定ではタンパク質とリガンドの結合に伴うエンタルピー変化や結合
定数、化学量論量などを求めることができる。特に CD測定によって金属を添
加したとき顕著にスペクトルが変化し構造が大きく変化したものについて ITC
測定を行った。まずM2SAP2(Table 2)とM2SAP3(Figure 5A,B、Table 3)につ
いて酸性条件下において銅イオン、あるいはパラジウムアンミン錯体イオンを
滴下していった。M2SAP5(Figure 5C,D,E、Table 4)については銅、パラジウム、
白金、M2SAP7(Figure 5F,G、Table 4)についてはパラジウムと金について滴定
実験を行った。ペプチド濃度を 300μMで一定に保ち実験を行った。 
銅イオンを滴下していったとき(Figure 5A)は右肩下がりで、パラジウムアン
ミン錯体イオンを滴下していったとき(Figure 5B)は右肩上がりのフィッティン
グ曲線を得られた。右肩下がりは吸熱反応、右肩上がりは発熱反応であること
を示す。銅イオンを滴下したときに吸熱反応が生じたのは、銅イオンがアクア
錯体を形成していた結合が壊れた後に吸熱反応のタンパク質と発熱反応で結合
した際前者が後者を上回ったために吸熱が起こったのだと考えられる。パラジ
ウム錯体イオンを滴下していったときに発熱反応が生じたのはタンパク質と結
合する際結合熱が大きいために発熱したものと考えられる。 
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Figure 5. ITC測定によって得られた熱量及び理論式によってフィットした曲
線(赤線)。 A:M2SAP3に銅イオンを滴定したもの。B:M2SAP3にパラジウム
アンミン錯体イオンを滴定したもの C:M2SAP5に銅イオンを滴定したもの 
D:M2SAP5にパラジウムアンミン錯体イオンを滴定したもの。E:M2SAP5に
白金クロロ錯体イオンを滴定したもの。F:M2SAP7にパラジウムアンミン錯
体イオンを滴定したもの。G:M2SAP7に金クロロ錯体イオンを滴定したもの。 
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M2SAP3  Cu2+   Pd2+ 
ΔH*¹ 
(cal/mol) 
 1410±2 -460±12 
 Ka(M-1) *² 6.92×104 ±500 5.85(±0.61)×104 
  n*³ 0.854 ±0.001 0.743±0.011 
*1滴定時に発生した結合に伴うエンタルピー変化 *2 (10)式による解
析によって得られた結合定数*3(9)式によって得られる化学量論量
([Metal]/[Peptide]) 
 
Table 3  M2SAP3の ITCより得られた熱力学量 
 
M2SAP2  Cu2+   Pd2+ 
ΔH(cal/mol) *¹  1120±19 -38.5±3.5 
 Ka(M-1) *² 1.14(±0.11)×105 1.72(±1.01)×105 
  n*³ 1.09 ±0.01 0.702 ±0.036 
*1滴定時に発生した結合に伴うエンタルピー変化 *2 (10)式による解
析によって得られた結合定数*3(9)式によって得られる化学量論量
([Metal]/[Peptide]) 
Table 2  M2SAP2の ITCより得られた熱力学量 
 30 
 
M2SAP2は銅イオンを滴下していったときは、結合定数が 1.14×105、化学量
論量が約 1で、パラジウム錯体イオンを滴下していったときは、結合定数が 1.72
×105、化学量論量が 0.7と大体デザインペプチド 4個に対して金属イオンが 3
個結合している結果が得られた。この結果よりレアメタル錯体イオンに選択性
が無いことが示唆された。M2SAP3に関しては銅イオンを滴下したときは、結
合定数が 6.92×104、化学量論量が約 0.8とペプチド 5個に対して金属イオンが
4個結合している結果が得られたが、後で述べるがこのペプチドは 4個でひとつ
のタンパク質を形成しているので、タンパク質に金属イオンが 3個結合してい
るものと 4個結合しているものが平衡状態にあるものだと考えている。パラジ
ウム錯体イオンを滴下したときは、結合定数が 5.85×104、化学量論量が約 0.75
とペプチド 4個に対してパラジウム錯体イオンが 3個くっついている結果が得
られた。M2SAP3は CD測定の結果より、亜鉛とは結合しなくなったがレアメ
タル錯体イオンとの選択性はあまり無い結果が示された。M2SAP5は銅、パラ
ジウム、白金を滴下していったとき、2.72×104、 1.07×105 、3.15×105の結合
定数が得られた。この結果よりM2SAP5はM2SAP3よりもレアメタルに選択
的に結合することが分かった。M2SAP7はパラジウム、金を滴下していったと
き、4.16×104、5.62×106の結合定数が得られたので金に選択的に強く結合す
ることが分かった。以上の結果より、デザインしたタンパク質と金属イオンの
結合を確認し結合定数などの定量的数値を求めることができた。 
 
(6) 金属イオン結合部位の評価 
  M2SAP5 M2SAP7 
metal Cu2+ Pd2+ Pt2+ Pd2+ Au3+ 
ΔH*1 
(cal/mol) 
830 191 -2983 -626 -10210 
 Ka*2 2.72×
104 
1.07×
105 
3.15×105 4.16×104 5.62×106 
n*3 0.93    0.301 0.193  0.8 0.077 
 
Table 4  M2SAP5,7の ITCより得られた熱力学量 
*1滴定時に発生した結合に伴うエンタルピー変化 *2 (10)式によ
る解析によって得られた結合定数*3(9)式によって得られる化学量
論量([Metal]/[Peptide]) 
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デザインタンパク質中の金属イオン結合部位を特定するために NMR測定を
用いた滴定実験を行った。NMR測定は300μMのペプチドで、pH5.5で行った。
用いた金属は銅イオンとパラジウムアンミン錯体イオンであり、常磁性あるい
は正電荷などのため結合部位周辺のピークがブロードニングあるいはシフトす
るはずである。M2SAP2及び Trisバッファー中のM2SAP3は大きく会合して
しまっているため NMRスペクトルがブロードニングしてピークが見えなくな
ってしまい滴定実験を行えなかった。そのため酢酸バッファー中のM2SAP3に
ついてのみ滴定実験を行った。まず、銅イオンを滴下していった結果について、
0当量から 1/8当量まで加える(Figure 6A)と高磁場側でピークのブロードニン
グが見られた。常磁性の金属イオンが近くに来ると NMRのピークは緩和時間
が短くなるためにブロードニングする
98
。このブロードニングの原因が常磁性
を持つ銅イオンと結合したために起こったものと考え、2.5~3.0 ppmのピーク
がブロードニングしていることに着目した。このピークはメチオニンのγHと
アスパラギン酸のβHに相当する。配列から考えると C末端側にあるメチオニ
ンとアスパラギン酸と結合しているものと考えられる。さらに銅イオンを 1/2
当量まで加えると今度は低磁場側のピークがブロードニングしてきた。これは
金属イオンによりヘリックス会合体が誘起された結果であることが考えられる。
1/8当量加えただけでは、結合が弱いのであまりヘリックス会合体へと構造変化
を誘起されないことが示唆された。続いてパラジウム錯体イオンを滴定してい
った結果、1/8当量まで加えたところ変化がなかった。さらに加えていくと低磁
場側に大きな変化が生じた(Figure 6B)。7~8 ppm付近のピークがシフトを伴う
ブロードニングをしていることが示されている。このあたりのピークはトリプ
トファンとヒスチジンの側鎖のピークと帰属できる。この結果よりパラジウム
錯体イオンはヒスチジンと配位結合しているのではないかと考えられる。 
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Figure 6. 1D NMR スペクトル。A M2SAP3に銅イオンを滴定した際
の NMRスペクトル変化。B. M2SAP3にパラジウム錯体イオンを滴定
した際の NMRスペクトル変化。 
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次にM2SAP5にパラジウムイオンを滴定して NMR測定を行った。ピークの
高さの違いが分かりづらいため、差スペクトルとして示す(Figure 7)。その結果、
ヒスチジンとトリプトファンとロイシンのピークについて化学シフト変化and / 
or 線幅の変化を示したスペクトルが得られた。配列上トリプトファンは C末端
側にあるためこれは C末端側にあるものと考えられる。パラジウムイオンがヒ
スチジンと結合し、その近くにあるトリプトファンとロイシンの化学シフトが
正電荷などによってシフトしたものと考えられる。 
(7) 分子量の評価 
 DLS測定により、分子の大まかな大きさ(球形を仮定した場合の流体力学的半
径)は分かったが、正確な分子の大きさ、分子量は決定できない。そこでデザイ
ンタンパク質の分子量を分析超遠心測定によって評価した。分析超遠心は分子
の形に関わらず絶対分子量を決定するものである
89
。測定を行ったサンプルは
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Figure 7.M2SAP5のパラジウム錯体イオン添加時のNMRスペクトル
から金属無しのスペクトルを引いた差スペクトル。Aは 1/8等量添加
したもの。Bは 1/4等量添加したもの。Cは 1/2等量添加したもの。D
は 1等量添加したもの。 
A B 
C 
D 
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M2SAP3のバッファーのみ、銅イオン入り、パラジウム錯体イオン入り、及び
M2SAP5の 4サンプルである。沈降速度法では、Van Holde-Weishet法解析と
C(s)法解析を行った。M2SAP5は回転数によって変化を見ている(Figure 8)。(13)
式を用い Van Holde-Weishet法解析を行った。バッファーのみのサンプルは
0.8Sと 0.5Sに、M2SAP3の銅イオン入りのサンプルは 1.2 Sと 0.3 Sと 0.7 S
に、パラジウム錯体イオン入りのサンプルは、2.9 S、2.5 S、1.4 S、1.8 Sにピ
ークが現れた。金属イオンを入れなかったときは、モノマーからトリマー程度
の会合度を示す結果が得られた。銅イオン入りのサンプルではテトラマーから
ペンタマー程度のものが 60%くらいを占めていて、後はモノマーからトリマー
程度のものが含まれているという結果が得られた。パラジウム錯体イオン入り
のサンプルでは、最低がテトラマー以上の大きな会合体ができていることがわ
かった。C(s)法解析では、(14)式を用いた結果、金属イオンを入れなかったサン
プルに関しては、モノマーかダイマーが多くを占め、銅イオン入りのサンプル
ではモノマーとテトラマー付近のものが多くを占めている。パラジウム錯体イ
オン入りのサンプルでは、テトラマー以上の大きな会合体が多くを占めている
ことがわかった。しかし沈降速度法では 280 nmでの濃度が濃いため波長をず
らして測定したので、平らな箇所ではないため、測定のたびに誤差が大きく出
て正確な解析ができなかった。 
次に沈降平衡法で行われた結果について考察する。吸光度によりある距離で
の濃度を求めて、式(15)でフィッティングした結果を示す(Figure not shown)。
まずバッファーのみであるが、ほとんどモノマーで、十量体～二十量体が少し
混在し、分子量の平均が 3377であることが示された。ペプチドのモノマーの分
子量は 2832であることからモノマーがドミナントであると言える。次に銅イオ
ン入りについて、分子量の平均が 11441であることが示された。理論上のテト
ラマーの分子量は 11328であるので、銅イオンを添加したときにデザインタン
パク質はテトラマーをとっているとみなすことができる。これは、沈降速度法
でも支持されている。 
最後にパラジウム錯体イオン入りのタンパク質について、分子量の平均が
42181であることが示された。すなわち約 14~18 merくらいの会合体であるこ
とが分かった。また、最小成分が４量体くらいであることも示された。この測
定について誤差に関しては、5％以内に収まっており信頼できるデータであると
言える。ペプチドのみのデータにおいて誤差が大きいのは数十 mer の会合体が
影響を及ぼしているものと考えられる。ペプチドがテトラマーや会合体を形成
する理由としては金属イオンとの結合によってαヘリックスが誘起されたため
に、結合によるエンタルピーを稼げたことと、疎水面が安定したことによる水
のエントロピーを稼げたために会合したものと考えている。 
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M2SAP5に関しては、解析はまず単一系による分子量の見積もりを行った。
結果はおよそ 7700と見積もられた。これは 3量 体と 4量体の値の間になる。 
そこで、単量体と 3量体、4量体の解離会合が同時に起きている系で 解析した
ところ妥当なフィッティング結果が得られた。Figure 8に 示してある理論曲線
はこの monomer-trimer-tetramerのモデルに基 づくものである。 
得られた会合定数は 
Ktri  (= [M3]/[M]
3 ) = 2.24×108  M-2 
Ktet  (= [M4]/[M]
4 ) = 1.49×1012  M-3 
だった。χ2乗の値も、単一系より後者のモデルの方が良い値を出した。 
χ2(単一系) = 0.0629 
χ2(monomer-trimer-tetramer) = 0.0277 
ということで、M2SAP5はモノマーと 3量体、4量体の平衡にあるものと思わ
れる。これらの平衡定数を用いた計算の結果モノマーが 9%、トリマーが 7%、
テトラマーが 83%で存在することが示唆された。つまりモノマーとトリマーと
テトラマーの混合物でテトラマーがドミナントである結果が得られた。また、
DLS測定の結果よりパラジウムイオンを加えると粒径が6,7nmになることから、
金属イオンを添加すると十数merに会合していると考えられる。以上の結果よ
りM2SAP3はペプチドのみではモノマーをとり、銅イオンを加えるとテトラマ
ーになり、パラジウム錯体イオンを加えると十数merになることが示された。
また、M2SAP5に関してはペプチドのみでテトラマーを形成することが示され
た。 
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(8) 金属結合部位の評価 
 ペプチドの構造及び結合部位を特定するため二次元 NMRスペクトルのうち
COSY(COrrelation SpectroscopY)と NOESY(Nuclear Overhauser 
Enhancement SpectroscopY)測定を行った。特に NOESYはプロトン間の距離
情報が得られるので、上記に挙げた測定データと合わせ金属結合部位周辺の構
造が推測できると考えた。その結果、M2SAP5について、COSYで帰属したス
ペクトルを基に、NOESYでピークを帰属していったところ、ヘリックスに特徴
的なピークを帰属することができた。また、COSYスペクトル、NOESYスペ
クトルのピークの高さを調べることでどのような構造をしているのか、パラジ
Figure 8. M2SAP5の分析超遠心の結果、沈降平衡法を用いグローバルフ
ィッティングを行った結果の残差プロット。黒が 10,000rpm、赤が
20,000rpm、青が 30,000rpmでのデータ。実線はモノマー、トリマー、
テトラマーの平衡状態と仮定してカーブフィッティングを行った結果を
示している。 
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ウムイオンはどこに結合しているのかを調べることにした。NOESYスペクトル
のピークの高さに関して、強だと 2.5Å以内、中だと 3Å以内、弱だと 4Å以内
として決定した
85
。そのことについては総合議論のところで論じる。 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9 2DNMRスペクトル。 左上 ペプチドのみの主鎖の COSYス
ペクトル 左下 ペプチドのみの側鎖の COSYスペクトル 右上 パラジ
ウム添加時の主鎖の COSYスペクトル 右下 パラジウム添加時の側鎖
の COSYスペクトル 
 38 
 
 
Figure 10 2DNMRスペクトル。左上 ペプチドのみの主鎖の NOESY
スペクトル 左下 ペプチドのみの側鎖の NOESYスペクトル 右上 パ
ラジウム添加時の主鎖の NOESYスペクトル 右下 パラジウム添加時
の側鎖の NOESYスペクトル 
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Table 5 ペプチドのみの COSYスペクトルによって得られたデータ 
アミノ酸 主鎖(i,i)  側鎖 
Ser1 
弱 HAとHB2 中 HB1とHB2 弱 
Asp2 
中 HAとHB2 中 HB1とHB2 強 
Pro3  HAとHB1 弱 HB2 中 HB1とHB2 弱 HG1 強 
HG2 強 HB2とHG 強 HDとHG 弱 
Leu4 
弱 HAとHB 強 HB HG 弱 HGとHD1 強 HD2 強 
Val5 
弱 HAとHB 中 HBとHG1 強 HG2 強 
Arg6 
弱 HAとHB2 中 HB1とHG 弱 HB2とHG 強 HD
とHG 中 
Arg7 
弱 HAとHB2 中 HB1とHG 弱 HB2とHG 強 HDと
HG1 弱 HDとHG2 強 
Ala8 
弱 HAとHB 強 
Ser9 
弱 HAとHB2 中 
Leu10 
中 HAとHB 強 HGとHB 強 HD 強 
Ile11 
中 HAとHB 弱 HBとHG１ 強 HG2 中 HG1とHD 弱
HG2とHD 弱 HG1 強 
Gly12 
弱 HA1とHA2 強 
Leu13 
中 HAとHB 強 HGとHB 強 HD 強 
Leu14 
強 HAとHB 中 HGとHB 強 HD 弱 
His15 
弱 HAとHB1 中 HAとHB2 弱  
Leu16 
強 HAとHB1 強 HB2 弱 HGとHB 中 HD 強 
Leu17 
強 HAとHB 強 HBとHG強 HGとHD 強 
Leu18 
弱 HAとHB1 中 HGとHB1 弱 HB2 強 HGとHD 強 
Trp19 
弱 4Htと5H 中 5Hと6H 強 7Hと6H 弱 HA HB1 中 
Lys20 
強 HAとHB1 強 HB2 中 HB1とHG 弱 HB2とHG 
弱 HGとHD 弱 HE HD 強 
Leu21 
弱 HAとHB 弱 HBとHG 弱 HGとHD1 強 HD2 強  
Glu22 
弱 HAとHB1 中 HB2 中 HG1とHB2 強 HG2と
HB2 強 
Arg23 
中 HAとHB2 強 HBとHG 中 HDとHG 強 
Lys24 
強 HAとHB1 強 HB2 強 HBとHG 弱 HDとHG 中HE
とHD 強 
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Table 6 パラジウム添加時の COSYスペクトルによって得られたデータ 
アミノ酸 主鎖(i,i)  側鎖 
Ser1 
消失 
 
Asp2 
消失 HB1とHB2 弱 
Pro3  HAとHB2 弱 HB1とHG1 弱  
HG2 強 HB2 HG1 弱 
Leu4 
弱 
 
Val5 
消失 HA HB 弱 
Arg6 
消失 
 
Arg7 
消失 HB2とHG1 弱 HD HG2 弱 
Ala8 
弱 HAとHB 弱 
Ser9 
消失 
 
Leu10 
消失 
 
Ile11 
消失 HG2とHD 弱 HG1 強 
Gly12 
消失 消失 
Leu13 
消失 消失 
Leu14 
消失 消失 
His15 
消失 消失 
Leu16 
消失 消失 
Leu17 
消失 消失 
Leu18 
消失 消失 
Trp19 
消失 消失 
Lys20 
弱 HAとHG1 強 HG2 中 HEと
HD 弱 
Leu21 
消失 
 
Glu22 
消失 HG1とHB2 中 HG2とHB2 弱 
Arg23 
弱 HAとHB2 弱 
Lys24 
弱 HAとHB2 弱 
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Table 7 ペプチドのみの NOESYスペクトルによって得られたデータ 
アミノ酸 主鎖(i,i) (i,i＋1) 側鎖 
Ser1 
中 弱 
 
Asp2 
中 HB1とA8HB 中 S9NH 弱 HB2と
L4NH 中 
Pro3  HGとL4NH 中 
Leu4 
強 強 HD2とV5NH 中 S9NH 強 
Val5 
   弱 HAとA8NH 中 HBとS9NH 強 HG1
とNH 中 
Arg6 
中 HB1とA8NH 中 S9NH 強 HB2と
A8NH 強 HDとV5HB 強 HG 強 
L10HB 弱 L14HG 強  
Arg7  HB1とL13NH 中 HB2とS9NH 強 
HDとHG 中 I11HG1 弱 G12NH 強 
L14HG 強 HGとR6NH 中 
Ala8 
強 HBとD2NH 中 
Ser9   
Leu10 
弱 中 HDとL13NH 中 
Ile11 
強 中 HBとH15NH 強 L16NH 強 HGと
L13NH 中 NHとL13NH 強 
Gly12 
中 HA1とH15 2H 中 H15NH 中  HA2
とI11HG1 中 HA1とHA2 強 HA2と
L14HB 中 L14HG 中 
Leu13 
中 
 
Leu14 
   中 HDとI11NH 強 HGとL13NH 強 
L16NH 強 NHとL16NH 強  
His15 
強 2HとI11HD 中 L14HD 中 L18HD 
強 4HとL18HD 強 HB1とL16NH 強 
HB2とG12HA1 中 L18NH 弱 W19 
4H 弱  
Leu16 
強 HBとL17NH 強 HDとL17NH 強 HG
とR23NH 強 NHとHB 強 I11HD 
中 
Leu17 
強 HAとK20NH 中 HBとR23NH 中 
HDとL16NH 強 NHとI11HD 中 
 42 
Leu18  HDとH15NH 弱 E22NH 中 NHと
L16HB 強 L16HD 強 K20HG 強 
Trp19 
弱 7HとL14HB 中 L14HG 中 HB2と
E22HG1 強 NとH15 4H 弱 L18HD 
弱 5H,7H 強 L17NH 中 
Lys20 
強 弱 HB1とL17NH 中 HGとH15NH 弱 
E22NH 強 
Leu21 
   弱 HBとK20NH 弱 K24HB1 中 HD1と
R23NH 弱 HD2とE22NH 強 
Glu22 
強 HAとL21NH 中 HB2とNH 強 
R23NH 強 
Arg23 
中 HGとE22NH 強 
Lys24  HB1とK20NH 弱 
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Table 8     パラジウム添加時の NOESYスペクトルによって得られたデータ 
アミノ酸 主鎖(i,i) (i,i＋1) 側鎖 
Ser1 
弱  弱 
 
Asp2   
Pro3   
Leu4 
弱  弱 HD2とA8NH 弱 S9NH 弱  
Val5  NHとHB 中 HBとS9NH 弱 
Arg6  HB2とA8NH 弱 HDとHG 強 L10HB 弱 NHとL4HD2 
中 
Arg7  HB2とS9NH 弱 HDとHG 中 I11HG1 弱 L14HB 中 
L14HG 中 
Ala8 
弱 NHとV5HB 中 
Ser9   
Leu10   
Ile11 
   弱 
 
Gly12   
Leu13   
Leu14  HD I11NH 弱 
His15   
Leu16  HBとL17NH 弱 
Leu17  HAとK20NH 弱 
Leu18   
Trp19  Nと5H 強  
Lys20 
弱 NHとL21HD1 中 
Leu21  HD2とE22NH 弱 R23NH 弱 
Glu22  HB2 NH 弱 R23NH 弱 
Arg23 
弱 HB2とE22NH 弱 
Lys24   
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さらに NOESYスペクトルと COSYスペクトルの、パラジウムありとなしの
ピークの高さを比べることでパラジウムイオンがどこに結合しているかを決定
した(Figure 9,10)。まず NOESYや COSYの主鎖を比較して、ピークが消失し
ているところがパラジウムと近いところで、その周りのピーク強度が弱くなっ
たり消失したりしたところを金属結合の影響によりシフトあるいはブロードニ
ングした部位と考えた。NOEピークは距離の 6乗分の一に比例し(式 12)、銅イ
オンなどの常磁性イオンによるピークのブロードニングは距離の 3乗分の一に
比例し(式 11)、電荷の影響はクーロン力に 1/r2に比例し、離れていくごとに影
響は小さくなってゆく。いずれにせよピークが見えているアミノ酸残基はパラ
ジウムイオンと遠いものが示唆された。その結果、Gly12から Trp19がパラジ
ウムイオンと特に近く、Ser9から Glu22がある程度の影響を受けていることが
示された(Table5~8)。次にパラジウムなしの NOESYスペクトルより、側鎖の
ピークの強さより、距離情報が得られたことからある程度の構造を決定し、特
にパラジウムと結合しているヒスチジン周りの構造の推定を行った。パラジウ
ムイオンに近いアミノ酸は青色で、パラジウムイオンの影響を受けてブロード
ニングしたアミノ酸は緑色で示した。赤色で示しているのはパラジウムから遠
NOESYス
ペクトルより
ヒスチジン
に近距離だ
と示された
部位
COSYよりパラ
ジウムの影響
を受けたと同
定された部位
COSYよりパ
ラジウムの影
響を受けたと
同定された部
位
 
Figure 11 パラジウムアンミン錯体イオンとの距離の推定  
青色：NOESYスペクトルによって推測された構造部位、緑色：
パラジウムイオンによる消失部位、赤色：パラジウムイオンと
距離が遠い部位 
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く、NOEのピークが見えている範囲のアミノ酸である(Figure 11)。その構造を
もとにパラジウムイオンを加えた時の構造を推定した。ここでパラジウムアン
ミン錯体イオンの配位子がはがれているかどうかに関しては、パラジウムイオ
ンは平面四配位の配位構造を持っているがその四つともにアンモニアが配位し
ている、結合するためには配位子のアンモニアがはがれなければ結合できない。
ITC測定より結合していることは分かっているのでテトラアンミン錯体は配位
子が取れていると考えられる。 
(9) 選択的金属結合の評価 
ICP-AES測定によりどの原子種がペプチドに結合しその結合量を定量的に評
価することとした。 (Figure 12, Table 9)。溶液の作製には分子量 
 
 
 
 
Cu Ni Zn 
Pt Au Pd 
Figure 12 試料 a,b,cのそれぞれの金属の発光スペクトル。 
試料 a: 黒線 試料 b: 青線 試料 c: 水色 
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Table 9 M2SAP7の ICP-AES測定により得られた金属結合選択性の結果 
      Cu Ni Zn Pt Au Pd 
  試料 単位             
重量濃度 A*
1
 Mg/L 8.4 6.1 8.1 9.6 19.3 4.9 
  B*
2
 Mg/L 1.9 7 8.7 2.3 -- -- 
  c*
3
 Mg/L 45.2 3.1 4.8 66.8 140 60.4 
                  
モル濃度換算 a μmol/L 132 104 124 49 98 46 
  b μmol/L 30 119 133 12 -- -- 
  c μmol/L 711 52 73 342 710 568 
*1 各金属イオンが 300μMの混合溶液。 *2 1の混合溶液を分子量 3000カッ
トのフィルターを使用し下に落ちた溶液。*3 1の混合溶液を分子量 3000カット
のフィルターを使用し上に残った溶液。 
-- ：定量下限以下 
 
 
3000カットの amicon(Millipore社製)を用い、ペプチドと結合していない金属
は下に落ちて、ペプチドと結合している金属は上に残るようにした(Figure 13)。
そうして得られたサンプル溶液を用い ICP-AES測定を行った。ペプチドは CD
測定で金イオンを添加したときに大きく構造が変化したM2SAP7を使用した。
その結果、Table9より濃度が試料 aに比べ試料 cが大きく増加した金とパラジ
ウムが主に上に残っていることが示された。Auではモル濃度が約 7倍に、Pd
試料a
300μMの金属溶液
フィルター
試料b
試料c
SAP7を加え分
子量3千カット
のフィルターを
使用し遠心
 
Figure 13. ICP-AES測定に使用するサンプルの調製法 
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では約 12倍になっている。Figure 12の発光スペクトルより特に金イオンが多
くペプチドと結合していることが分かった。重量濃度でははっきりと金イオン
との結合の特異性が現れているが、モル濃度換算すると銅イオンもたくさん結
合しているように見られる(Table 9)。しかし、この計算をするための分子量を
金は金錯体イオンとして計算しているため金イオンで計算すると 2倍くらい値
が変わってくるため金イオンに特異的に結合していると言えるだろう。また発
光スペクトルの強度から定量したところ(Figure 12)金イオンに選択的に結合し
ていることが示された。金とパラジウムに関して、発光スペクトルがサンプル c
のものが他のスペクトルと比べて大きく出ていることが確認できる(Figure 
12Au,Pd)。このことよりM2SAP7は金イオン、パラジウムイオンに選択的に結
合することを支持する。 
      総合議論  
(1)  金属イオン選択性について 
M2タンパク質の膜貫通部位はその中に含まれているヒスチジンと色々な金
属が結合することが知られている
14
。もともとは金属を結合させてインフルエ
ンザウイルスの治療薬として使うものの設計を考えていたが、銅などに結合す
ることからレアメタルと結合することも可能ではないかと考えた。特にテトラ
マーで存在しているので、以下の理由でモノマーよりも選択的に結合させるこ
とが可能ではないかとも考えた。なぜならモノマーでは、例えばヒスチジンが
あれば色々な金属に非特異的に結合してしまうが、テトラマーではモノマー四
つで作られた特異的空間が選択性を付与することが可能であろうと考えたもの
である。そこでアミノ酸残基を換えて、より特異的にレアメタルと結合するよ
うなペプチドを創製しようと考えた。水溶性にしたことで性質が変わり、始め
は金属と結合しなかったが、αヘリックスをとるように設計したことでM2タ
ンパク質と構造が近くなってきたためか、金属と結合するものが見つかってき
た。配列の中に正電荷や負電荷を持つアミノ酸残基を配置したことで水に溶け
る、かつ金属と結合するようになってきた。二次構造予測ソフト Tangoで計算
をしたところ、αヘリックスは巻くがあまり強くない領域が C末端にあった。
そこから金属がデザインペプチド会合体に入り、選択性のふるいにかけられ、
選択的に金属に結合したのではないかと考えている。また金属と結合すると粒
径が大きくなっているが、結合サイトがαヘリカルバンドルの外にあり、金属
が結合することでさらに大きな会合体ができてしまっている可能性がある。し
かし、外側は親水性の部分と疎水性の部分から成っているので、テトラマーの
ペプチドの中に金属が入っていき、αヘリックスを巻き、そのエントロピーを
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稼ぐためにテトラマーのペプチド同士が親水性の部分同士、疎水性の部分同士、
パラレルに結合したのではないかと考えている。 
CD測定よりデザインタンパク質に結合する金属イオンは選択性を持つこと
がわかった。さらに DLS測定により結合した金属イオンの種類によって粒径が
変化していることから結合様式が違っていることが予想される。加えて NMR
測定の結果よりM2SAP3に関しては、銅イオンはアスパラギン酸とメチオニン
に、パラジウム錯体イオンはヒスチジンと結合していることがわかったことか
ら、結合部位にも金属イオンによって違っていることがわかった。その結果よ
りM2SAP5をデザインしたらパラジウム錯体イオンにより選択的に結合するペ
プチドができた。さらに金イオン、白金イオンとの結合能を獲得することに成
功した。また、より金属錯体イオンを結合させようと正電荷のアミノ酸を入れ
たM2SAP7は金との結合を強くするようになった。NMR測定をできなかった
M2SAP3の Tris バッファー中やM2SAP2に関しても同じように金属イオンの
違いによって結合部位が違っていると推測出来得る。このことに関しては、金
属イオンの電子構造の違いによって引き起こされているものと考えている。銅
イオンは正八面体構造で、溶液中ではアクア錯体を形成している。パラジウム
錯体イオンは正八面体構造で、平面四配位はアンモニアもしくは塩素が配位し
ている構造をとっている。亜鉛イオンは正四面体構造をとっている。M2SAP2
とM2SAP3の配列の違いから、亜鉛イオンは N末端側にあるアスパラギン(N)
と相互作用を引き起こしているのでははないかとも考えられる。しかし、
M2SAP2とM2SAP3は配列以外にも粒径が違い、そもそもの大きさが違うので、
結合部位はヒスチジンやメチオニン、アスパラギン酸といったようにM2SAP3
と同じであるということも言えなくもない。測定に使用したほかの金属はみな
正八面体構造なので、何らかの正四面体構造のポケットが会合したタンパク質
にできたのではないかという考えが妥当ではないかと考えている。メチオニン
とアスパラギン酸によって銅イオンを捕まえるポケットができているものであ
ると推測できる。M2SAP3に関しては、銅イオンはM2SAP2と同様にメチオニ
ンとアスパラギン酸によって選択的に結合しているわけではあるが、カリウム
チャネルである KcsAのような様式をとっているものと考えている 12。KcsAの
ように構造をとっているわけではないが、M2SAP3が揺らいでいるためアクア
錯体配位子がはがれ、銅イオンを選択的に結合しているものと推測している。
パラジウム錯体イオンに関しては、テトラアンミン錯体とテトラクロロ錯体の
二種類の錯体イオンを用いて実験を行っている。その結果、電荷によらずデザ
インタンパク質と結合することがわかり、非特異的に結合しているわけではな
いということが示唆された。また、結合していると考えられるヒスチジンの側
鎖の pKaは 6.5付近であるが、タンパク質の配列によって変化したり、会合す
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ることによって変化することがあるため、pKaが下がり、パラジウム錯体イオ
ンは正八面体の xy軸方向のｄ電子とヒスチジンが配位結合しているものと考え
ている。パラジウム錯体イオンと結合している場合のタンパク質の構造は、結
合することによってエンタルピーが有利になり αヘリックス構造をとり会合体
を形成するが、その会合体を形成するときにちょうどパラジウム錯体イオンが
はまるような構造へとタンパク質が構造変化しているものと考えられる。外側
にヒスチジンがきて結合しているとも考えうるが、そうなると N末端側にある
アルギニンが電気的反発を起こして会合体を形成しないように思われるので内
側にきているものと考えている。銅イオン、パラジウム錯体イオン、亜鉛イオ
ン以外の金属イオンは水和している構造が本研究で作製されたデザインタンパ
ク質と合致しなかったために結合せず、金属イオンに選択性が生まれたものと
考えている。 
また、金属イオンとの選択性について他の視点から考えてみると、HSAB則
というものがある
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。HSAB則より白金イオン、パラジウムイオンとアンモニ
ア、クロロイオンは親和性が低い。よって結合は弱いものと考えられる。その
他の金属イオンに関しては、ある程度親和性が強いため結合が切れなかったも
のと考えられる。ヒスチジンの Nは中間の塩基なので親和性が比較的高いので
配位子交換が行われたものと考えられる。タンパク質では、配位子は構造を持
っているのに対しアンモニアやクロライドイオンは溶液中に分散するとエント
ロピー的に有利になる点においても配位子交換が行われやすいと考えられる。 
また白金、パラジウムは正八面体と平面四配位であるからその構造が選択性の
有無に寄与しているものだと考えられる。つまりデザインペプチドM2SAP5は
ヒスチジンがテトラマーで内側を向き、ヒスチジンによって平面四角形のポア
が作られていることが示唆される。イオン半径(Å)は Cu   0.73   Co   0.74   
Fe  0.78   Ni  0.69    Pd  0.86   Pt   0.63     Zn  0.74 であり、パラ
ジウムと結合する選択性が生まれているとすれば、ヒスチジンによって作られ
る孔が大きいことが考えられる。逆に白金と結合するとすれば孔は小さいと示
唆される。それなのに結合したのはなぜだろうか。ペプチドによって作られた
平面四角形に結合すると白金錯体イオンは上下にクロライドイオンが残ってい
る。そのクロライドイオンがペプチドと結合する過程で水になったために電子
軌道が大きくなりイオン半径も大きくなったのではないのだろうか。配位子に
よって引っ張られ小さくなっていた金属イオンの電子が解放されることにより
電子密度が小さくなったものと考えている。 
(2) デザインペプチドの会合 
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 本研究でデザインし、作製したペプチドには会合体を形成するのに濃度依存
性がある。載せてはいないがM2SAP3は濃度が 10分の 1である 30µMでは金
属イオンを添加しても構造変化しなかった。M2SAP4は 300µMで金属を添加
しても構造変化しなかった。M2SAP2や Tris バッファー中のM2SAP3は会合
していることから、デザインペプチドが会合体を形成するためには疎水性が重
要であることがわかった。疎水相互作用によって会合体は形成される。逆に疎
水性が高すぎると沈殿してしまう。M2SAP2に関しては、金属イオンと結合す
ることによって、結合エネルギーが得られた結果、エンタルピー的に有利にな
り、疎水相互作用によって得られるエネルギーを上回った、また結合したこと
により αヘリックス構造が誘起されたことにより周りの水のエントロピーが有
利になったため会合体が小さくなったと考えられる。M2SAP3に関しては、Tris
バッファー中ではM2SAP2と同様に金属イオンと結合することにより、αヘリ
ックス構造が誘起され水のエントロピーが有利になった結果会合体がちいさく
なったものと考えられる。酢酸バッファー中では、金属イオンを入れることに
より、αヘリックス構造が誘起されたことでペプチドのエントロピーが不利にな
ったために疎水相互作用によりエンタルピーを稼がなければいけなくなったた
め会合したものと考えられる。総合して考えてみると、ITC測定の結果よりパ
ラジウム錯体イオンとの結合は発熱反応なので、自由エネルギー的に結合する
方向に向かい、その結果得られたエネルギー分が αヘリックス形成のエネルギ
ーに使われてその結果で会合が促進されたり、解離したりしたのではないかと
考えている。また、銅イオンとの結合は吸熱反応なので、熱エネルギー的には
結合はしないはずである。この吸熱反応の原因は銅イオンのアクア錯体の解離
であると考えられる。水のエントロピーを稼ぐため銅イオンがアクア錯体を解
離して、その結果タンパク質と結合が誘起され、会合体が形成されたものと推
測できる。金属イオンとの結合エネルギーは小さいので、酢酸バッファー中の
M2SAP3の場合は少しのエネルギーで αヘリックスを形成するようなエネルギ
ー状態にあるということがわかる。そのことに関して考えてみると、金属イオ
ンを添加していない構造と金属イオンを添加した構造が平衡状態にあり、金属
イオンと結合することによりその平衡がかたよっているものだと考えられる。 
 
(3) デザインペプチドの分子量及び溶解度の評価 
 CD測定により αヘリックス構造をとり、DLS測定により 4 nmの粒径をと
り、分析長遠心測定によって分子量の平均が 11441と理論上のテトラマーの分
子量の値と近いことからM2SAP3は酸性条件下で銅イオンを添加したときに
M2タンパク質の水溶性アナログが形成していることが言える。ではなぜほかの
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条件下やペプチドでは水溶性アナログを形成しなかったのか？これは上記で議
論したタンパク質の疎水性に関連しているものと考えられる。まず、M2SAP1
はデザインしたときにペプチドの配列の疎水性アミノ酸が多かったために、親
水性溶媒には溶けずに沈殿した。これはとても大きな凝集体が出来た結果、沈
殿してしまったものと考えられる。M2SAP2に関しては、これもタンパク質の
疎水性が高すぎたために数十 nmの粒径を持つ会合体ができたのだと考える。
金属を入れても、もともとの会合体が大きいために疎水相互作用を多く解離さ
せるには至らず、テトラマー付近まで解離しなかった結果M2タンパク質の水
溶性アナログとはなり得なかったと考えている。M2SAP4に関しては逆に親水
性が高かったために目標のものが得られなかったと考えている。親水性の高い
アミノ酸が多いために親水性溶媒中では安定化して、ランダムコイル状態のモ
ノマーとして存在することがもっとも熱力学的に安定であるためにM2タンパ
ク質の水溶性アナログにはならなかったものと考えている。M2SAP3に関して
は、Trisバッファー中で中性条件下では酸性条件下より等電点に近くなったた
めに疎水性が強くなり会合が誘起されていることがわかる。やはりその会合体
が大きく疎水相互作用による寄与が大きいため、金属イオンを添加しても十分
に小さくならずにM2タンパク質の水溶性アナログであるテトラマーにならな
かったものと考えられる。もしかしたらデザインタンパク質にもっと強く結合
するものを用いれば、疎水相互作用のエネルギーを超えてテトラマー付近まで
小さくなるかもしれないと考えている。酢酸バッファー中の酸性条件下では濃
度が 300 μMのときにランダムコイル状態と αヘリックス会合体状態とが平衡
状態にあり、少しのエネルギーによってランダムコイル状態から αヘリックス
会合体状態に構造変化を起こすエネルギー状態にあると考えている。そのため
に金属イオンとの結合によって αヘリックス会合体が誘起されているものと考
えている。また、アミノ酸配列によってテトラマーが最も安定な会合状態であ
るためにテトラマーをとったものと考えられる。 
 
(4) 構造と金属結合能 
 タンパク質はとっている構造によって機能が決まっている。金属との結合も
また、タンパク質の構造の寄与によるところが大きい。特に天然タンパク質で
金属と特異的に結合するものは、その金属に合った構造をとっている。今回デ
ザインしたペプチドも金属イオンに選択的に結合していることから、立体構造
的に、結合している金属イオンのポケットが作製されているものと考えられる。
また、M2SAP3とM2SAP4を比べてみると、M2SAP3は Trisバッファー中で
 52 
は二次構造をとっており、酢酸バッファー中でも金属イオンを添加することで α
ヘリックス構造をとった結果から、ランダムコイル構造と αヘリックス構造と
の平衡状態にあると考えられることから、少なからず二次構造をとっているこ
とが分かる。それに対してM2SAP4は常にランダムコイル構造の状態にある。
このことから、金属イオンと結合するにはある程度の二次構造をとっているこ
とが必要であることが考えられ得る。さらに三次構造、四次構造によって選択
的に金属イオンと結合していることが考えられる。今回設計したペプチドは非
特異的ではなく特異的に金属イオンとの結合能を示した。NMR測定や X線解
析によって立体構造を調べればどのようなポケットを作製できれば、金属イオ
ンと特異的に結合するかが分かるものと考えている。 
 これまでに得られた一次元NMRスペクトル、分析超遠心に加え、二次元NMR
スペクトルの COSY(Figure 9)、NOESY(Figure 10)より、金属結合部位につい
ての情報が十分に得られたと考えられる。まず一次元 NMRスペクトルより、
M2SAP5はヒスチジンとパラジウムイオンが結合し、ロイシンとトリプトファ
ンが近くにあり常磁性イオンの影響を受けていることが分かる。また、二次元
NMRスペクトルより、それも支持されている。次に DLSスペクトルより、パ
ラジウムイオンと結合しているとき粒径が大きくなっていることが確認できる。
これは二次元 NMRスペクトルより会合した結果粒径が大きくなったものと考
えられる。さらに分析超遠心の測定結果より、テトラマーで存在することが分
かった。そしてNOESYスペクトルよりグリシン 12からトリプトファン 19が、
構造的に位置が近いことが示された。また COSY,NOESYスペクトルより
Table6,7が得られパラジウムとの距離が予測できる。ピークの高いものを強、
中、弱に分けてパラジウムイオンと近ければ、パラジウムイオンを入れたとき
にピークが消失したり弱まったりする。今回の NMR測定で重要なのは NOEに
よるアミノ酸の距離情報、パラジウムイオンの正電荷によるピークのシフトま
たはブロードニング、金属結合による構造変化である。これらは、今回測定し
た COSYスペクトル、NOESYスペクトルより決定できる。 
 デザインペプチドにパラジウムアンミン錯体イオンを添加すると会合が起こ
ったため、NOESYスペクトルのほとんどのピークがブロードニングしてしまい、
少ししか情報が得られなくなってしまった。しかしこの減ってしまった情報よ
り、どのあたりにパラジウムアンミン錯体イオンが結合しているかが分かる。
二次元 NMRスペクトルのピークが消失していないものはパラジウムアンミン
錯体イオンと距離が遠い。そのためパラジウムイオンが結合した部位が示すこ
とができる。その結果、ヒスチジン15の周りのピークが消失したのが分かった。
このことからヒスチジンに結合していることが示唆される。その反面、ピーク
が消失したことにより構造を解くことができなくなった。そのため Figure 10
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ではパラジウムイオンを入れる前の構造にパラジウムイオンを付け加えたもの
とする。このように構造変化はどうなっているのかは知ることは困難となった。 
 
パラジウムはテトラアンミン錯体を使用した。上記の予想される金属結合部位
の構造図では、配位子が取れてヒスチジンと結合していることになっている。
そのことや金属選択性に関しては議論(1)で議論している。 
(5) 呈色センシング能 
M2SAP7とは金イオンが選択的に結合することが分かった。さらにその溶液
を一週間ほど放置しておくと赤紫色に色が変化した(Figure 14)。これは、ペプ
チドがたくさんの金イオンと結合して、その金イオンが集まってコロイドを作
ったものと考えている。金コロイドができた溶液を遠心して落として上澄み液
を取り出しもう一度金イオンと混ぜたところ再び溶液の色が変化した。この結
果からペプチドは金イオンを集めてコロイドを作り、コロイドができたらそれ
を放出しまた結合できる状態になると考えている。これは金イオンのセンサー
や金イオンの回収に役に立つと思う。金ナノ粒子は触媒
101
やその他様々な用途
で使用されている。もしも金ナノ粒子の簡単な作り方が発明されれば、重宝さ
れるだろう。金ナノ粒子の作り方は、材料を粉砕する方法や、イオンや錯体を
還元する方法、その他などがある。今回の研究の結果、一番近いのは金イオン
を還元して凝集させる方法になる。しかしこのデザインペプチドは繰り返し金
ナノコロイドを作ることができる。つまり、還元している方法とは違った方法
で金ナノコロイドを作っていることになる。還元すればペプチド自体が酸化さ
れるはずだからである。一度酸化すれば他の何かで還元しなくてはならないの
で、今回の実験で得られた結果は、新たな金ナノ粒子の作成法に繋がる。仮説
としては、金錯体イオンがペプチドに結合し、錯体部分がはがれ金イオンにな
る。それが凝集して金ナノ粒子になっていると考えられる。フェリチンがパラ
ジウムイオンをパラジウムにしたような反応が起こっているのかもしれないと
考えている。時間的には長く問題があるが、繰り返し使用することができると
いった点では有意性がある。このデザインペプチドを使用すれば、何度も繰り
返し金錯体イオンから金ナノコロイドを生成することができる。この方法は新
たなものであることを示唆する。 
ではどのように金錯体イオンを金ナノコロイドに変化させているのだろうか。
まず金錯体イオンから配位子である塩素を取り除くために、金イオンから配位
子がはがれるような狭いポケットを通って結合する。次に金イオンとなったも
のに電子雲をかぶらせ金イオンから金クラスターを生成する。そうして大きく
なった金ナノコロイドは電荷を持たなくなりペプチドからはがれる。そうして
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ペプチドと金ナノコロイドは結合しなくなり遊離する。遊離するのでペプチド
は同じ機能を持ったまま、また新しい金ナノコロイドを作成する。そうして何
度も繰り返し金ナノコロイドを生成することができると考えている。しかし、
この仮説を覆す報告がされている。この論文ではアルギニンで金錯体イオンを
静電相互作用でひきつけ、トリプトファンによって金錯体イオンを還元すると
記述されている
102
。我々の設計したペプチドM2SAP7もアルギニンとトリプ
トファンが入っており、この点においては同じ条件である。しかし、テトラマ
ーを形成していると考えているので、この報告と同じ数のアルギニンとトリプ
トファンがあるのにも関わらず、金ナノ粒子の生成が遅い。これはペプチドと
金錯体イオンが結合する能力が違うからだと考えられる。設計したペプチドは
金錯体イオンとの結合能が少し弱く、そのため金ナノ粒子の生成が遅くなった
ものと考えられる。また、ヒスチジンと金錯体イオンが結合していると考えて
いるため、金イオンがトラップされて、金ナノ粒子が生成するのが遅くなった
ものと考えられる。しかし、金錯体イオンがトリプトファンによって還元され
たか、狭い結合部位に到達するために配位子がはがれたかはまだ分からない。
NMRによってトリプトファンのピークに変化が見られれば酸化されたことは
明白である。その方法で調べなくとも、何回も金ナノコロイドが生成すること
ができれば、何かしらによってトリプトファンが還元されなければならないの
で、私の仮説は当てはまらないとは限らない。一旦還元剤として使用されれば、
トリプトファンが還元されなければ金ナノコロイドは生成できない。よって
我々の設計したペプチドはトリプトファンによる還元とは違う金ナノコロイド
の生成法であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
        (i)              (ii)             (iii)            (iv) 
 
Figure 14 金錯体イオンの時間変化による金ナノコロイドの生成 
 (i) M2SAP7に金錯体イオンを添加し一週間静置したもの。(ii) (i) の溶液を遠
心したもの。 (iii) (ii) の上澄み溶液を再び金錯体イオンと混ぜ一週間静置した
もの。(iv) 金錯体イオン溶液。 
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タンパク質とレアメタルイオンとの結合に関する過去の報告で、フェリチン
がパラジウムイオンと結合するというものがある
99
。しかしフェリチンはもと
もとは鉄と結合するタンパク質であって、レアメタルに選択的に結合するとは
言いがたい。その点、我々の設計したペプチドはレアメタルに選択的に結合し
ている。しかも金や白金といった金属と選択的に結合するペプチドやタンパク
質はいまだかつて存在していない。そういった意味でこの研究は意義のあるも
のだと言える。さらにフェリチンはパラジウムイオンをパラジウムに戻す機能
があるとも報告されている。この点に関しても、我々のデザインペプチドは金 
イオンを金ナノコロイドにするという機能を持っている(Figure 14)。そういっ
た面でもレアメタル回収に適したペプチドが創製できたと考えられる。 
(6) 実用化に向けた固定化 
 デザインペプチドM2SAP5を濃度を変え薄葉紙に吸着させ乾燥しパラジウム
イオン溶液に浸した(Figure 15)。 
 
そのときのパラジウム吸着量を求めた。Pd吸着量(mg/g紙)平均値は①2.39③
5.81④4.36という結果が得られた。機能材料の歩留まりを 100％と仮定して計
算するとパラジウムの結合量は③46.4mg/g ④65.4mg/gという値が得られた。
このことよりM2SAP5はパラジウム回収能があることが示された。紙だけの吸
着量に比べ、ペプチドを塗工させた紙はその能力が 2~3倍程度になり既存の吸
着剤と同等以上の値を示した。吸着したペプチドそのものが結合効果をもたら
していることが示唆された。さらに量を増やせばパラジウムはより多く吸着す
ることになろう。例として紙を使用したが、このように私のデザインしたペプ
チドは紙などに固定化することでレアメタル回収の実用化も可能だと考える。 
 
 Figure 15 ペプチドを吸着させパラジウムイオン溶液に浸したときの紙 
 ①薄葉紙 14g/㎡ ③薄葉紙 14g/㎡＋M2SAP5 2g/㎡塗工 ④薄葉紙 14g/㎡＋
M2SAP5 1g/㎡塗工 
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(7)  金属結合の ON/OFF制御の可能性 
 M2SAP7に金イオンを混合し、pHを下げ、再び上げた(Figure 16)。
 
 
その結果酸性にすると金イオンが外れランダムコイル構造になり、pHを戻すと
金イオンと結合しαヘリックスを巻くことが示された。このことより金イオン
との結合は可逆的であることが、また pHの up/down で On/Off制御が可能で
あることが示唆された。これを用いて pHを中性~弱酸性のもとで結合させ酸性
では解離することで何度も再利用することができると示された。 
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Figure 16 M2SAP7の pHによる金との相互作用における
CD測定のスペクトル変化 
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第一章まとめ 
我々の設計したペプチドM2SAP3は銅とパラジウムに、M2SAP5はパラジウム
と金と白金に、M2SAP7は金に選択的に結合した。デザインペプチドは会合し
て特異的な構造をとっており、この結果が選択的なレアメタル結合をもたらし
ていると考えられる。特にM2SAP7は金と結合すると赤色呈色することは、結
合の有無を検知するセンサーとして用いることも可能であり、都市鉱山からレ
アメタルを回収するという点において有用であると考えられる。レアメタルを
溶かし、環境に戻すため pHや温度が温和な条件下にするとデザインペプチドに
金属が結合するので回収することができる。そのことから、設計されたペプチ
ドは有意義なものといえるだろう。 
  溶解度 結合する金属 
M2SAP3 よく溶ける(水に 2mM以上) 銅、パラジウム 
M2SAP5 よく溶ける(水に 2mM以上) パラジウム、白金 
M2SAP7 よく溶ける(水に 2mM以上) パラジウム、金 
この結果、M2SAP5はパラジウムイオン、白金イオンに結合した。これらの金
属は平面四配位に配位子を持つ金属錯体イオンなので結合部位付近の立体構造
はヒスチジンがテトラマーで金属ポアを作ることで配位していると考えられる。
 58 
 
 第二章 酵素活性を有するペプチド 
実験方法 
(1) ミニチュア酵素の合成及び精製 
 加水分解酵素の能力を持つことを目指して設計したデザインペプチドme1~9
をペプチド合成機(Pioneer , Peptide synthesis System ; Applied Biosystems) 
を用いて合成した。合成に使用する支持体(レジン)は、fmoc-Pal-PEG-PS を用
いた。次にレジンからペプチドを切り離し、併せて側鎖の保護基を取り除くた
めにクリーベッジを行った。合成後のペプチドレジンを乾燥させ、氷浴中で 1.50 
g 結晶フェノール、0.50 ml 1,2-ethanedithiol(EDT)、1.0 ml チオアニソール、
1.0 ml Milli-Q水、16.5 ml Trifluoroacetic acid(TFA)、を加え、室温で 120分
間スターラーにより撹拌した。撹拌した後フィルターを通して溶液を氷浴中の
t-butyl methyl ether(MTBE) 30 ml 中に加え、レジンから離れたペプチドを抽
出した。その後遠心分離を行い(0℃、3000 rpm、10分)、上澄みを除いた後再
度MTBE中に懸濁した。この操作をもう二回繰り返し、得られた沈殿をアスピ
レーターにより乾燥させた。このクリーベッジの操作により fmoc-Pal-PEG-PS 
に結合していたワイルドタイプ及び水溶性アナログタンパク質の C末端はフリ
ーな C末端とした。得られたクリーベッジ後のペプチドを精製するためにペプ
チドの疎水性を利用した逆相クロマトグラフィーを行った。精製には
reverse-phase high-pressure liquid chromatography (RP-HPLC ; 日立製作所)
を用い、カラムには Develosil ODS column (Nomura Chemical)を用いた。設
計したペプチドの粉末を 0.1%TFAを含む 20%アセトニトリル溶液に溶解させ、
15000rpm,10分間遠心を行い、上澄み液を孔 0.45 µmフィルター(Millex-LH、
Millipore社製)でろ過し、カラムにインジェクトした。そして、1分ごとに 1％
アセトニトリル濃度が上昇するようにグラジエントをかけて流速 10 ml/min で
溶出ピークを分取した。分取した全てのピークは
MALDI-TOF-MS(SHIMAZDU)による質量測定によって確認し、目的のペプチ
ドのピークを同定した。その後溶液中のアセトニトリルを 60分から 120分間ほ
ど遠心濃縮することで蒸発させ、凍結乾燥を行い目的のペプチドを得た。C末
端はアミド基で保護した。 
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(2) ペプチド溶液の調整 
得られたペプチドを秤量し、Milli-Q水に溶かしペプチドストックを作製した。
ペプチドの濃度測定は 8M塩酸グアニジン溶液とペプチドストックを 3：1の割
合で混合し、紫外可視吸光測定を行った。濃度測定には紫外可視吸光計 V-650 
(日本分光)を用い、光路長 1 cmの Y字型セルを用いた。得られた吸光度と文献
の Trpの 280 nmでのモル吸光係数( 5690;280ε  M
-1cm-1)を用い、Lambert-Beer
の式 
  
 
clA ε=
                 (1) 
 
(A;吸光度、ε;モル吸光係数、c;サンプル濃度、l;セルの光路長) 
より各ペプチドストックの濃度を求めた。以降の実験では pH 7.3付近とする。 
(3)  円偏光二色性測定 
円偏光二色性(CD)測定は、光学活性な物質に円偏光を当てたときの右円偏光
と左円偏光の吸収の差を見る測定法である。ペプチドには遠紫外領域に電子遷
移があるが、電子状態は二次構造によって異なるため、二次構造を反映したス
ペクトルが得られる。タンパク質の二次構造がαヘリックス構造をとった時 208 
nmと 222 nmに負の極値を持ち、βシート構造をとった時 217 nmに負の極値
を持ち、ランダムコイル構造をとった時 197 nmに負の極値を持つことが知ら
れている。今回 CD測定は Jasco J-720 spectro-polarrimeter(日本分光)で行い、
測定には光路長 0.1 mmタイコセルを用い 300 µM、200 µLのペプチド溶液を作
製し測定した。測定条件は温度 25℃、走査波長 250 nmから 190 nm、データ
間隔 0.2 nm、走査速度 100 nm/min、レスポンス 2 sec、バンド幅 1 nm、感度
10 mdeg、積算回数 8回で行った。モル楕円率[θ]は次式を用いて計算した。 
 
                           (2) 
 
 
(x；波長λで得られた楕円率、ｙ；ペプチドの残基数、L；セルの光路長(cm)、
C；ペプチドの濃度(M) ) 
yLC
x1.0][ =θ  
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本実験系では主に濃度を 100 µMで測定をした。 
(4) 動的光散乱測定 
動的光散乱(DLS)測定は、サンプル溶液にレーザー光を当てた時の散乱光強度
の時間変化を見る測定法である。この散乱光強度の時間変化は溶液中での溶質
粒子のブラウン運動を反映しているため、散乱光強度は溶液中の粒子が小さい
粒子であるほど激しく、大きい粒子であるほど緩やかに変動する。この散乱光
強度の時間変化は、二次の自己相関関数 )()2( τg として以下のように表される。 
                  
                              (3) 
 
 
(I(t)；時間 t における散乱光強度、I(t+τ)；時間(t+τ) における散乱光強度) 
自己相関関数は、ある時間 t における粒子と時間(t+τ) における粒子の重なり合
いの度合いを時間の関数として表したものと考えることができる。この自己相
関関数の減衰のしかたは粒子の大きさに依存しており、小さい粒子であるほど
自己相関関数は急速に減衰し、大きい粒子であるほど自己相関関数は緩やかに
減衰する。散乱光強度の時間変化から直接求められる二次の自己相関関数
)()2( τg は次式で表される。 
 
              (4) 
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0n ；溶媒の屈折率、 0λ ；レーザー光の波長、θ；角度) 
拡散係数と流体力学半径の関係は、アインシュタイン-ストークスの式によって
以下のように表される。 
 
                           (8) 
 
(k；ボルツマン定数、 0η ；溶媒の粘度、R；流体力学半径) 
このようにして散乱光強度の時間変化から、溶液中の粒子の流体力学半径や多
分散度を求めることができる。 
動的光散乱測定には Zetasizer Nano-S (Sysmex) を用い、光路長 3 mmの角
型セルを使用した。測定は、測定温度 25℃、測定継続時間Manual 標準ラテッ
クスの測定時間を 1秒、Attenuator 10、計算結果Multiple Narrow Modes で
行った。また、測定サンプルには、25℃、15000 rpmで 10分間遠心したもの
を 100 µM、15 µL用いた。 
(5)紫外可視吸光測定 
 全てのサンプルに関して、ペプチド濃度を 100 µM にして 20 mM 
Tris-HCl (pH 7.3)バッファーで調整した。パラニトロフェニルアセテートを
100 µM に調整しペプチドと混ぜた溶液を500 nmから230 nmまでの紫外可視
吸光スペクトルを測定した。これによりペプチドのエステル結合分解活性を調
べた。このエステル結合分解活性を調べる中で経時変化を追いペプチドの分解
速度を調べた。 
また、ペプチド濃度を 100 µM 、10 mM リン酸バッファー(pH 7.3)中で脂
肪分解活性測定キット(Cayman chemical) 103-109 を使用しペプチドのトリアシ
ルグリセロール分解能を測定した。さらにミカエリスメンテンの式により酵素
活性を調べた。 
(7) 蛍光測定 
蛍光測定は、物質に光を当て吸収したエネルギーを放出するときに出る光で
ある。光を当てることにより基底状態から励起状態になり、輻射過程を経て基
底状態に戻るときにエネルギーを光として放出する。この実験手法を用いて本
研究ではチオフラビン T アッセイを行った。測定には光路長 1 cm角セルを用
い 100 µM、1 mLのペプチド混合溶液を作製し測定した。測定したペプチド混
合溶液は、デザインペプチドme5とチオフラビン T 、pH2.0、80℃で 24時間
R
kTD
06piη
=  
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インキュベートして作製したアミロイド線維のβラクトグロブリンを混ぜ、442 
nmの励起光で 450 nm-600 nm まで測定した。測定した蛍光スペクトルは
490nmにピークが見られた。またペプチド 10 µMとインスリン 10 µMの条件
下でも測定した。さらにペプチド 20 µMとアミロイドβ40 20 µM、ペプチド
100nM, 10 µM，100 µMとアミロイドβ42を 10 µMにおいても測定した。 
(8) 原子間力顕微鏡測定 
 私は原子間力顕微鏡(AFM)として SPM-9500J2 (島津)を使用し、カンチレバ
ーは NCHR-20 (NANOWORLD INNOVATION TECHNOLOGY)を使用した。
測定時は、サンプルをマイカの上にのせ 1分後Milli-Q水で 3回洗い窒素ガスで
乾燥させたものを使用した。始めに 20 μm四方の画像を撮り 4倍に拡大して 5 
μm四方の画像を実験データとした。 
 
結果と考察 
(1) 加水分解酵素能を持つペプチドの設計 
 我々はリパーゼのようにトリアシルグリセロールをリン脂質から暴露し加水
分解する酵素活性を持つペプチドをデザインしようとした。そのためにリン脂
質を通り抜けトリアシルグリセロールを加水分解できるペプチドを設計しよう
と試みた。戦略としては、まず骨格として形成が比較的容易なαヘリックスを
用い、ここに最適空間配置となるように、活性部位のヒスチジン、アスパラギ
ン酸、セリンから成るcatalytic triad をペプチドに組み込み自然界に存在する
加水分解酵素のような働きをすることを目指した。さらにデザインペプチドが
ダイマー構造をとったとき、二つのセリンがトリアシルグリセロールをはさむ
ような形になるように設計した。ダイマー構造をとるためにGCN4というロイシ
ンジッパーの変異体を参考にして
114
、ヘリカルホイールの内側に来るアミノ酸
をイソロイシンとロイシンで構成しコイルドコイルを形成するαヘリックスペ
プチドを作成した。 
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αヘリックスのデザインには二次構造予測ソフトTangoも使用することで、
me1~me9までを設計した(Figure 18)。脂肪分解能を有するためにcatalytic 
triad を組み込みセリンで基質を挟み込むようにデザインしたペプチド
m1~me5、CPPme5、次にアミロイド線維を分解するためにデザインしたペプ
チドme5~me9を合成した。 
abcdefgabcdefgabcdefgabcdefga
me1  SAALEQKIAALEQKSAAHKQDW-NH2
me2  SAALEAKIAALEAKIAALEAKSAAHRQDW-NH2
me3  SAALEAKIAALEAKIAALAAAHAASDRRW-NH2
me4  HNLSDAWIAALEAKIAALEAKIAALARR-NH2
me5  SAALEAKIAALERKIAALAAAHAASDAW-NH2
me6  SAALEAKIAALERKIAALAAAHAASDVW-NH2
me7  SAALEAKIAALERKIAALAAAHAASDLW-NH2
me8  SAALEAKIAALERKIAALAAAHAASDAY-NH2
me9 SAALEARGAALERRIAALAAAHAASDAW-NH2
 
CPPme5 QPPRRRQRRKKRGGSAALEAKIAALERKIAALAAAHAASDAW-NH2 
Figure18 デザインペプチドの配列。            
 赤い文字は catalytic triadを形成すると推測されるアミノ酸。 
S
H
D
 
Figure 17 左、デザインの基とした GCN4のダイマー構造(PDB ID 
4DMD)。右、プロテアーゼが catalytic triadの 3残基を利用してペプ
チド結合を分解する際の一般的スキーム
115
。  
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me1,me2,me3 と順を追って説明すると、加水分解能を獲得するために
catalytic triad を形成するセリン、ヒスチジン、アスパラギン酸の配列への挿
入の配置を二種類試してみた(me1,2 とme3~9)。デザインペプチドme1,me2
は SXXHXXD モチーフを導入し、me3~me9は HXXSDモチーフを導入した。
まず、セリン、ヒスチジン、アスパラギン酸の側鎖の位置が近くにくるように
設計した。デザインペプチドme1,me2のモチーフからデザインペプチド
me3~me9のモチーフに変更した理由としては、分子模型でαヘリックスを構築
したときの catalytic triad を構築するペプチドの側鎖が近くにきていなかった
ため、近くにくるように配置した。そうすることで、うまく電子伝達が行われ
て加水分解能を獲得できるのではないかと考えた。また CPPme5はデザインペ
プチドme5の N末端側に HIVの tat peptide配列を組み込み、細胞内に進入す
ることのできる、脂肪分解能力を持ったペプチドとして設計した。N末端にし
た理由は、catalytic triad が C末端にあるから、その機能を失わないようにし
てある。 
(2) ペプチドの二次構造の評価 
 ペプチドの二次構造を CD測定によって調べた(Figure 19~21)。その結果、α
ヘリックス構造をとるものととらずにランダムコイル構造をとるものに分かれ
た。me1(Figure 19)とme9(Figure 20)はランダムコイル、me2~me8(Figure 
19,20)、CPPme5(Figure 21)はαヘリックス構造をとった。αヘリックス構造
をとったものにもθ値に違いが見られた。この原因としてはいくつかの要因が
考えられる。まず、ペプチドのαヘリックス含有量である。ヘリックス含有量
が少なければθ値は低くならずにヘリックス含有量が多ければθ値は大きくな
る。次に考えられるのは二次構造がヘリックスだけで構成されていない状態で
ある。例えば、αヘリックスとβシートの混合物であれば 208 nm~222 nmま
でのスペクトルが平らな形になる、αヘリックスとランダムコイルの混合物で
は、基本的にはαヘリックスと同じ形の CDスペクトルが得られるがそのθ値
が小さくなる。今回の場合、後者が当てはまると考えられる。なぜなら Tango
で計算
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Figure 20 デザインペプチドの CDスペクトル 
me5 (黒線)、me6 (赤線)、me7 (橙線)、me8 (緑線)、me9 (青線)。 
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Figure19 デザインペプチドの CDスペクトル 
me1 (赤線)、me2 (橙線)、me3 (緑線)、me4 (青線)、me5 (紫線)。  
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した結果、C末端側が、αヘリックス含有量が少ないという値が得られたこと
から C末端側がランダムコイルとなっていて、αヘリックス構造とランダムコ
イル構造が共存していると考えられるからである。また、ヘリックスがコイル
ドコイル構造をとったときもθ値が変動することが知られている。これ以降の
実験より、αヘリックスをより多く巻いているものについて機能が強く見られ
た。また、me2~me8のスペクトルが、222 nmの負の極値が 208 nmの極値よ
り低い値をとったことから、これらのペプチドはコイルドコイル状態でヘリッ
クスバンドルを形成していると推測できる。さらにme1,me2よりランダムコイ
ル構造をとったものとαヘリックス構造をとったことから二次構造の安定性は
ペプチドの長さに依存することが示唆された(Figure 18,19)。Figure19よりデ
ザインペプチドme3がθ値の大きな CDスペクトルが得られた。これは C末端
側にあるアルギニン残基がヘリックス配向性の高いアミノ酸で、αヘリックス
がそこまで巻いているものが存在しているためθ値が大きくなったものと考え
られる。Figure19よりデザインペプチドme5,me6が CDスペクトルで大きな
値をとり、他のペプチド(me7,me8)は小さい値をとった。me7はヘリックス配
向性の高いロイシンを挿入したのになぜだろうか。このロイシンはヘリックス
バンドルを形成したときに外側にくるアミノ酸で、ロイシンを入れることによ
って疎水性が上がって内側に入ろうとし、構造が壊れてしまったのだと考える。
me8が小さな値をとったのは、トリプトファンをチロシンに変えたことによっ
て親水性があがり、会合体を作りづらくなったのではないだろうかと考えてい
る。CPPme5のピークが少し小さくなったのはペプチド内に存在する二次構造
がランダムコイルの比が多くなったためだと考えられる。CPPme5に組み込ん
だ膜貫通部位 tat配列はランダムコイルなので、その分αヘリックスのピークが
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Figure 21 CPPme5 の CDスペクトル 
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ランダムコイルのピークに引っ張られて Figure21のような波形になったと考
えられる。 
(3) ペプチドの粒径の評価 
me1については 100 nmの粒径であるという測定結果が得られた(Figure22)。
これはme1がランダムコイルでモノマーであるためにディテクトできず、微量
に含まれる 100nm ほどの巨大分子によるアーティファクトが観測されたもの
と考えられる。もし設計どおりダイマーを形成すると縦 1 nm横 2 nm高さ 4 nm
となり 3~4 nmに検出されると思われる。me2~me5、CPPme5及びme9の粒
径は 4 nmの測定結果が得られた(Figure 22,23,24)。これよりme2~me5、
CPPme5、me9はダイマーを形成していることが予想される 114。しかし、me9
はCD測定の結果ランダムコイルに特徴的なスペクトルが得られた(Figure 20)。
ランダムコイル構造をとるものはモノマーなのでここに矛盾が生じるが、これ
は分子の形によって値が変わるという DLSの誤差によるものであろう。DLS
測定の測定原理より、ブラウン運動によって動いた分子の相関を見ているので、
me9は動きが遅いランダムコイルであると予想している。なぜそうなるのか？
配列を見てみるとほとんどがデザインペプチドme5と同じでグリシンが一つ挿
入されただけであるから疎水性がほとんど同じである。そのため疎水性相互作
用が働いて、フレキシブルなアンフォールディング状態ではなく、
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Figure 22 me1~me4の DLSスペクトル  
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Figure 23 me5~me9の DLSスペクトル 
 
Figure 24 CPPme5 の DLSスペクトル 
 
少し制限のある丸まったランダムコイル状態にあるのではないかと推測する。
そういった理由で分子の運動が遅くなり 4 nm付近にピークが現れているもの
と考えている。デザインペプチドme6 に関しては 2 nmという結果が得られた
(Figure23)。CDスペクトルからはαヘリックスでデザインペプチドme5と同
様な構造をとっていると思われる(Figure 20)のに食い違いが生じた。デザイン
ペプチドme5とme6の違いはアラニンをバリンにしたものである。ここでアラ
ニンとバリンの違いは疎水性である。αヘリックスのコイルドコイルの外側で
ある fの位置にあるものを変化させたことによる寄与とは何か？後述している
が、これらのデザインペプチドはαヘリックスの部分とランダムコイルの部分
が存在している構造をとっていると考えている。そう考えると、me6はバリン
が疎水相互作用によってバリン同士が結合し小さくなったのではないかと考え
うる。そのため、分子のブラウン運動が激しくなり散乱光の相関がすぐになく
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なったものと考えられる。次にデザインペプチドme8に関してだが、このペプ
チドは粒径の小さいところにはピークが見られず 10 nm付近の粒径をとってい
る事が示された。CD測定の結果(Figure 20)よりαヘリックスの含量が減ってい
ることが関係しているものと読み取れる。ダイマーになっているペプチドの数
が少なくなっているために 4 nm付近にピークが見られないものと考えている。
また、ペプチドが大きく会合したために CD測定の結果が、αヘリックス含量
の低下に繋がっているとも考えられる。大きな会合体をとったのはトリプトフ
ァンをチロシンに変えたことによって親水性が増加し、バルクの水と相互作用
しようとする力と芳香環によるπ-πスタッキングによる力が同時に起きたため
他の分子とも結合したものと考えている。 
(4) ペプチドのエステラーゼ活性の評価 
デザインペプチドに脂肪分解活性を持たせたいので、それに近いエステラーゼ
活性をまず調べた。そのために実験としてパラニトロフェニルアセテートを使
用した。これは分解されるとパラニトロフェノールになりUV可視吸光(400 nm)
にピークが見られる。これを利用して紫外可視吸光スペクトルを 500 nm~230 
nmまで測定し 400 nmピークの経時変化を観察した(Figure 25)。結果me3は
ほとんど変化がなかったが(Figure 25B)me4とme5は大きくピークが出た
(Figure 25C,D)。比較としてプロテアーゼのキモトリプシンを使用して同様の測
定を行ったところ(Figure 25A)me4と同程度のピークの増大が見られた。これ
よりme4はエステラーゼ活性を十分に持っていることが言える。ここで、まず
疑問に残るのは、デザインペプチドme3はなぜエステラーゼ活性を持たなかっ
たのかだろう。デザインペプチドme3の特徴は catalytic triad 付近に正電荷を
帯びているアルギニンが二つ配置されていることだろう。これより比較的疎水
性のパラニトロフェニルアセテートと静電反発が起こり近づけなかったと考え
られる。その点、デザインペプチドme4,5は catalytic triad 付近に親水基が無
いので近づきやすく、エステル結合を切ったのではないかと考えている。さら
によく見るとme4のほうがme5よりも、僅かながらエステラーゼ活性が強いよ
うに見受けられる。これはデザインペプチドme4の方がme5よりも catalytic 
triad が安定なヘリックスを巻いているからだと考えられる。ヘリックスを巻か
ないと catalytic triad は機能しないのでこのように考えた。二次構造予測ソフ
ト Tango の結果、N末端側にあるme4の方が C末端側にあるme5よりもαヘ
リックス含有量が多いとの結果が得られたのでそのように考えた。また、パラ
ニトロフェニルアセテートは親水溶媒中では勝手に分解していくので作ったサ
ンプルを即時測定しなければならなかったが、me3の UV-Visスペクトル測定
 70 
の結果より、今回測定した一時間後くらいまではそれほど影響を受けてないの
で、この結果は信頼性に値するデータと言える。 
(5) ペプチドのリパーゼ活性の評価 
トリアシルグリセロールを加水分解するかどうかをみるためにグリセロールア
ッセイキット(cayman chemical)を使用し紫外可視吸光スペクトルを測定した。
トリアシルグリセロールとして一般的なパルミチン酸、オレイン酸を含む POP 
(1,3-dipalmitoyl-2-oleoyl-L-glycerol)を使用した。測定の結果、デザインペプチ
ドはグリセロールを生成したことが分かった。グリセロールアッセイキットは、
グリセロールが作られると三段階の酵素反応を経て 540 nm に可視光吸収を持
つ染料が生成される。デザインペプチドme5が 540 nmに顕著にピークが見ら
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Figure 25 紫外可視吸光スペクトルの経時変化による p-NPAを用いたエステ
ラーゼ活性測定 
 キモトリプシン(A)、me3 (B)、me4 (C)、me5 (D)。 0分(赤線), 10分(橙線)、
20分(明緑線)、30分(明青線)、40分(ネイビー線)、50分(青線)、60分(紫線). 
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れた。me3とme4がトリアシルグリセロールの加水分解能を持たなかったのは、
  
 
 
 
0.12
0.10
0.08
0.06
0.04
0.02
0.00
A
bs
o
rb
an
ce
700650600550500450400
wavelength(nm)
 me5_0min
 me5_10min
 me5_20min
 me5_30min
 me5_40min
 me5_50min
 me5_60min
 me5_90min
 me5_120min
 
A 
0.12
0.10
0.08
0.06
0.04
0.02
0.00
A
bs
o
rb
an
ce
700650600550500450400
wavelength(nm)
1min
5min
10min
15min
20min
30min
40min
50min
60min
90min
120minA
bs
o
rb
an
ce
A
bs
o
rb
an
ce
0.12
0.10
0.08
0.06
0.04
0.02
0.00
A
b
s
o
r
b
a
n
c
e
700650600550500450400
1min
5min
10min
15min
20min
30min
40min
50min
60min
90min
120min
 
Figure 26 me5, CPPme5の脂肪分解活性測定のための紫外可視吸光
スペクトルの経時変化 
A: me5 B: グリセロール検出のためのスキーム C: CPPme5 D: バッ
ファーのみ 
C D 
B
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me3は分解能を持つ部位が正電荷を帯びており親水性と疎水性で反発があった
ためだと考えられ、me4は安定なヘリックス構造をとっているため結合できな
かったものと考えられ得る(Figure not shown)。CPPme5に関しては 540 nmに
一応ピークが見られたが大きな左肩上がりのスペクトルが見られた。これはペ
プチドのみで測定し調べた結果、ペプチドに由来するものだと分かった。ペプ
チドが凝集し散乱したために吸光のピークが増えたと考えるのが妥当である。
しかし、DLS測定の結果より CPPme5は 4 nm付近の粒径をとっており、散乱
したとは考えにくい。それならなぜか？まず一つに CPPme5が Figure26Bの酵
素反応の中の一つの酵素の役割を果たしているために染料が生成されているこ
とが考えられる。この考えでは一番可能性のある反応は、過酸化水素を生成し
ていることである。他の生成物や酵素の働きをしているとは考えにくい、なぜ
ならこのペプチドは加水分解酵素であるからである。水から過酸化水素を生み
出したのではないかと考えられる。ただ、この考えでは 540 nmのピークが大
きくなるだけなので違うと思われる。次に CPPme5が吸収帯を持っているとい
う考えである。400 nm以下の波長で吸収帯を持っていてそれが大きく出るため、
その吸収に引っ張られて大きな吸収が見られたのではないかと考えられる。し
かし、CPPme5はme5と同様のアロマティックのアミノ酸残基しか持っておら
ず、CPPme5にたくさん含まれているアルギニン、もしくはプロリンが吸収す
るとは考えにくい。しかし、プロリンがダイマー化したことにより紫外吸収を
持つ電子雲を作ることも考えられる。だがしかし、二次構造予測ソフト Tango
の結果より、膜貫通部分はランダムコイルであると予測されているのでその可
能性も否定の方が強いだろう。では一番可能性の高い考え方は何だろうか。ア
ミノ酸の残基数が多くなったため二次構造が不安定になっており、C末端のヒ
スチジンとトリプトファンが近くにきて吸収帯を持つ電子雲ができていること
であろうか、いや違う。それなら一番近くに来るときはαヘリックスを作った
ときであるからである。おそらく私の考えではあるが、一番可能性の高い考え
方は、先ほど否定した散乱による吸光強度の増加であろう。このデザインペプ
チドはダイマーではあるが、多くがランダムコイル構造をとっており、自由に
動ける。その点で散乱強度が増して波長が短くなるごとにペプチドにレーザー
の光が当たりやすくなって吸収しているように見えると考えている。 
(6) ペプチドの酵素活性の評価 
 上記のトリアシルグリセロールを用いて、デザインペプチドme5の酵素活性
の評価を行った(Figure 27)。ミカエリスメンテンの式(16)を用いてme5の Vmax, 
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Km, kcatを求めた。                             
                       (16)                          
(16)式を用いて、縦軸に v、横軸に基質(POP)の濃度をプロットし、ペプチド濃
度を 100 μMで測定した。その結果、Vmax：0.021±0.0034(mM/min), Km：0.16
±0.08(mM), kcat：0.21(1/min)、kcat/Km：1.3(1/mM/min)という値が得られた。
これは基質とデザインペプチドme5の結合が強いことを示している。kcatが小
さいためこの反応は遅いことが示唆された。基質とデザインペプチドの結合が
強いため基質を切る反応にかかる時間も長くなることが考えられる。ではなぜ
そのようなことが起きるのだろうか？もともとデザインペプチドme5は基質を
分解する catalytic triadがある部分がフレキシブルになっているため結合する
のにも時間がかかり、そこから結合を切るので時間がかかる。 
また、pNPAを用いてme4の加水分解速度を出した。me4をpNPAと混合し、可
視紫外吸光スペクトルで400 nmのピークを時間変化とともにプロットしていき
カーブフィットして速度定数を求めた(Figure 28)。赤線は時間による吸光度の
変化をプロットしたものをカーブフィッティングし、式Abs= 
2.8-2.1×exp(-0.069×t)が得られた。 
 
 
 Figure 27 me5に POPを添加した加水分解反応のミカエリス-メンテンプロッ
ト 赤線に(16)式を用いて得たフィッティング曲線 
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 (7) カルセインリーケージによる膜破壊能の評価 
 中性脂肪である脂肪滴は脂肪細胞の中にあるので、細胞膜を破壊するか透過
するかで脂肪滴を暴露しなければならない。そこで人工脂質二重膜リポソーム
の中に蛍光物質カルセインを封入しカルセインが外に漏れ出すかを実験により
確かめた(Figure 29)。外に漏れ出すと蛍光強度が大きくなる。結果me2、me4
は、ほとんど漏洩は見られなかった。me3は大きく強度が変化した。me5は少
しだけ漏洩が見られた。このことに関してだが、脂肪の分解能力があるme3と
me5が脂質二重膜と相互作用することが言える。おそらく同じ理由で脂質に近
づきやすい、フレキシブルなランダムコイル状態にある C末端を持つデザイン
ペプチドがおそらくは分解能を示した。me5よりme3の方がリポソームを大き
く破壊したのは、使ったリポソームが負電荷を帯びているためであると考えら
れる。リポソームが負電荷を帯びているために、C末端にアルギニンを配置し
ているme3の方が静電相互作用により近づきやすく膜破壊がしやすかったのだ
と考えられる。 
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Figure 28 me4による時間に対して吸光度をプロットした pNPAの加水
分解反応速度測定 
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Figure 29 蛍光測定によるカルセインリーケージの検出。赤線がペプチド無し
のもの。青線がペプチドを加えたもの。A がme2、Bがme3、Cがme4、Dが
me5。 
 (8) ペプチドのアミロイド線維減少の評価 
βラクトグロブリンを 80℃、24時間インキュベートしてアミロイド線維を作製
した。インスリンとアミロイドβ40のアミロイド線維は、神戸大学理学研究科
化学専攻茶谷研究室より提供していただいた。アミロイドβ42のアミロイド線
維はアミロイドβ42粉末をジメチルスルホキシド(DMSO)に溶かし 5 mM溶液
をまず作製した。次に 37℃で 10分間超音波処理を行い、10 mMHClで 100 μ
Mに希釈し 30分超音波処理を行った後、0.45 μmフィルターを通し、37℃で
二日間インキュベートした
110
。次にチオフラビン Tアッセイをするために蛍光
スペクトルを測定し、線維ができているかを(短くなっているかを)AFM観察に
よって調べた。チオフラビン Tアッセイでは励起波長を 442 nmとし 450 nm – 
600 nm まで測定し 490 nmのピークの経時変化を見た。AFM観察では 5 μm
四方の画像を撮った。その結果、me5に関しては、チオフラビンアッセイ(Figure 
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30)よりピークが減少していることからアミロイド線維が減少していること
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Figure 30 me5を加えた際のチオフラビン Tの蛍光スペクトルの経時変化 
 赤線はβラクトグロブリン(LG)のアミロイド線維のみ, 橙線はme5を加え 1
分後、明緑線は 3分後、緑線は 5分後、明青線は 10分後、ネイビー線は 20分
後、青線は 30分後、紫線は 60分後のチオフラビン Tの蛍光スペクトル。 
 
が示唆された。ただ、チオフラビンアッセイだけではアミロイド線維減少させ
ているかどうかは不確かなので、同じ条件で AFM観察を行った(Figure 31)。
そうすると、βラクトグロブリンのファイバーとデザインペプチドme5を混ぜ
て経時変化を追っていくと、長かったアミロイド線維が短くなっていく様子が
観察された。この二つの実験より、デザインペプチドme5はアミロイド線維を
減少させる能力を持つことが示唆された。このデザインペプチドme5はエステ
ル結合を切ることがわかっている。それゆえ、エステル結合に似ているペプチ
ド結合を切っているのではないかと推測できる。分子間クロスβシート構造を
とっているペプチド領域のペプチド結合を切っているもしくは解離させている
と考えるのが妥当であると思う。なぜなら、その領域以外の部分を小さくして
いるだけならば、AFM観察で短くなっているようには見えないはずである、線
維は残っているのだから。このデザインペプチドme5は
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Figure 32 37℃でのme5を加えた際のβ-LG(F) に結合したチオフラビン Tの
蛍光スペクトルの経時変化 
赤線から紫線にかけてペプチドを混合してから 0分後、1分後、5分後、 10分
後、20分後、30分後、60分後、120分後、180分後の蛍光スペクトル。 
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Figure 31 β-LG(F)にme5を加え経時変化を追った AFM観察 
A、β-LG(F)、B、1分後 C、3分後、D、5分後、E、10分後、F、20
分後、G、30分後、H、60分後、I、1日後。 
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αヘリックスのコイルドコイルを巻いていて、C末端側がフレキシブルな状態
で存在するペプチドである。そのフレキシブルな領域がアミロイド線維のクロ
スβシート構造にもぐりこみペプチド結合に結合しαヘリックスを巻きアミロ
イド線維を短くしたものと考えられる。次に、人などの体内で用いたいと考え
ているので 37℃でも同様にチオフラビンアッセイと AFM観察による測定を行
った(Figure 32,33)。その結果、25℃のときよりも遅い速度でアミロイ
A B C D E
F G H I
 
Figure 33 37℃でβ-LG(F)にme5を加えて経時変化を追った AFM観察 
A、β-LG(F)のみ、B、1分後、C、5分後、D、10分後、E、20分後、F、30
分後、G、 60分後、H、120分後、I、180分後。 
 
ド線維を減少させていく様子が示唆された。この結果を受けて、CD測定による
熱変性を調べた(Figure 34)。Tmが 47℃という結果が得られた。これらの結果よ
り温度が高いときはαヘリックスを作っている割合が少なく、catalytic triad 
の機能を持つことが困難になるためアミロイド線維を減少させる速度が遅くな
ったものと考えられる。Tmが 47℃なので、37℃で行った実験では半分近いペプ
チドがαヘリックスを取らない状態になっている。このことより、二次構造が
アミロイド線維の分解能または解離能に影響を与えているということが示唆さ
れた。やはり catalytic triadの配置がうまくされないとアミロイド減少能が落
ちることが分かった。次にデザインペプチドme5のポイントミューテーション
したデザインペプチドme6～9についてチオフラビンアッセイとAFM観察を行
った。me6はme5の C末端にあるアラニンをバリンに換えたもの、me7はme5
の C末端にあるアラニンをロイシンに換えたもの、me8はme5の C末端にあ
るトリプトファンをチロシンに換えたもの、me9はme5の半ばにあるイソロイ
シンをグリシンに換えたものである。結果から述べるとme6、me7、me8、は
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アミロイド線維の減少能を示した。me9はアミロイド線維の分解能を示さなか
った。デザインペプチド 
 
Figure 34 208nmのθ値の温度に対してプロットしていった CD測定。 
赤線: 熱変性によるθ値のフィッティングカーブ。 
 
me6に関してのチオフラビンアッセイ(Figure 35)と AFM観察(Figure 36)の結
果を示す。チオフラビンアッセイについては、デザインペプチドme6はデザイ
ンペプチドme5よりもピークの強度が下がるのが遅かった。AFM観察よりデ
ザインペプチドme6はデザインペプチドme5よりも短くなるのが遅かったよう
に見えた。また、デザインペプチドme7もデザインペプチドme5より、AFM
観察の結果からアミロイド線維の減少が遅いように見受けられた(Figure 37)。
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このことに関して考察すると、変化したのは C末端にあるアラニンを、より疎
 
Figure 35 me6を加えた際のβ-LG(F) に結合したチオフラビンTの蛍光スペク
トルの経時変化 
 
水性の高いアミノ酸にしたものである。さらにme7の方がme6よりも AFM観
A B C
D E
 
Figure 36 me6を加えたβ-LG(F)の AFM観察 
A、me6を加えて 1分後、B、10分後、C、30分後、D、60分後、E、
1日後。 
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察では早くアミロイド線維を短くしたように見受けられる。このことからβラ
クトグロブリンのアミロイド線維については疎水性が高いものは減少能を落と
す、また、バリンより
ロイシンの方が、減少能が高い、つまりβブランチであるバリンのほうがロイ
シンよりも込み合っている分アミロイド線維の隙間に入りにくく減少させない
と考えられる。疎水性に関しては使うアミロイド線維に依存すると考えている
が、βラクトグロブリンのアミロイド線維に関して言えば疎水性の高いものほ
ど疎水性相互作用と静電反発によりアミロイド線維に潜入することが困難だっ
たと考えられる。デザインペプチドme8はどうだろうか。デザインペプチド
me8はデザインペプチドme5のC末端にあるトリプトファンをチロシンに換え
たものであるから親水性になるはずである。しかしデザインペプチドme5より
も活性は落ちていた。チオフラビンアッセイ(Figure 38)の結果よりアミロイド
線維の分解または解離はme6と比べても遅くなっていることが示された。AFM
観察(Figure 39)の結果からは短くなっている様子が伺えられる。この結果は前
述した仮説を否定する。疎水性の高いものの方がアミロイド線維の減少能が低
いという考え方が間違っていると思われる。バリンやロイシンに換えたものは
立体障害が大きくなったために結合しにくくなっただけだと考えられる。それ
A B C 
D E 
Figure 37 me7を加えたβ-LG(F)の AFM観察 
A、me7を加えて 1分後、B、10分後、C、30分後、D、60分後、E、
1日後。 
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ではトリプトファンより親水性なチロシンに変化させたときにアミロイド線維
の分解または解離が遅くなり活性が低くなったのはなぜだろうか。立体障害を
考えるとそれほど違いは無い。違いがあるとすれば側鎖のインドール環がフェ
ニ  
Figure 38 me8を加えた際のβ-LG(F) に結合したチオフラビンTの蛍光スペク
トルの経時変化 
ル基に換わったことである。もしかしたら前提を間違えていたのではないか。
分子間クロスβシート構造は水素結合をしているので疎水基のほうが入りやす
A B C 
D E 
Figure 39 me8を加えたβ-LG(F)の AFM観察 
A、me8を加えて 1分後、B、10分後、C、30分後、D、60分後、E、6
時間後。 
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いのではないだろうか。立体障害が無ければ疎水基のほうがアミロイド線維の
中にもぐりこみやすく結合し短くするのではないだろうか。水素結合している
ので電荷の偏りによる静電相互作用が、他の分子との、この場合はデザインペ
プチドだが、つながりをしにくくしているのではないかと考えた。デザインペ
プチドme9に関しては、デザインペプチドme5のイソロイシンをグリシンに変
換することにより、αヘリックスを壊すように設計したものである。CD測定の
結果からランダムコイルの二次構造をとっていることからその設計は成功して
いる。このことはデザインme9ペプチドがαヘリックスをとらないことで
catalytic triad を形成せずに酵素活性を失うことに寄与すると考えた。デザイ
ンペプチドme9のチオフラビンアッセイ(Figure 40)と AFM観察(Figure 41)か
 
Figure 40 me9を加えた際のβ-LG(F)に結合したチオフラビン Tの蛍光スペク
トルの経時変化 
 
ら、βラクトグロブリンのファイバーの分解活性が無いことが示唆された。チ
オフラビンアッセイではピークの減少が見られなかった。このことよりアミロ
イド線維が分解されていないと考えられる。AFM観察より、場所によってはア
ミロイド線維が少ないところもあるが、長さには影響を与えてない。6時間後で
もアミロイド線維がはっきりと見えていた。つまりこのペプチドはアミロイド
線維を分解しないということが言える。このデザインペプチドme9は予想通り
加水分解能がなかった事が示唆された。その理由として考えられるのはやはり
αヘリックスをとらないことにより catalytic triad を形成しないことだろう。
そのアミロイド減少能を形成している領域が、加水分解するために形成する構
造をとらなかったために、アミロイド線維を分解しなかった。二次構造予測ソ
フト Tango でグリシンを挿入したとき、αヘリックスが壊れている結果が得ら
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れている。グリシンはプロリンとともにヘ
リックスブレイカーと呼ばれヘリックスを壊すアミノ酸として知られている。
そのためαヘリックスを壊した。ヘリックスが壊れるとランダムコイルになり、
よりフレキシブルな状態になっているので、狭い隙間にも入っていけると考え
られる。そしてクロスβシートの形成しているペプチド結合に結合し、そのエ
ントロピーの減少によって、αヘリックスを巻くことでエンタルピーを稼ぐよ
うにも思える。そうすれば catalytic triad の配置が正しくなりアミロイド線維
を減少させるはずである。なのにアミロイド線維を減少しなかった。まず考え
られるのは、やはりαヘリックスになっていないことだ。ランダムコイル状態
なので一番エントロピー的に安定であり、結合すると不安定になるために結合
しないと考えられる。結合とαヘリックスを巻くことにより稼ぐエンタルピー
よりも溶液中を漂うときのエントロピーの方が、寄与が大きいためにランダム
コイルでいる方が安定なために加水分解能が得られなかったと考えられる。他
のデザインペプチドはαヘリックスを半分巻いており、コイルドコイル構造を
取りダイマー形成しているために、エントロピーよりもエンタルピーの寄与の
方が大きかったと考えた。 
A B C 
D E 
Figure41 me9を加えたβ-LG(F)の AFM観察 
A、me9を加えて 1分後、B、10分後、C、30分後、D、60分後、E、
6時間後 
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さらに我々が設計したデザインペプチドme5がアミロイド線維の分解または
解離能として汎用性があるかどうかを知るために、インスリン、Aβ40、Aβ42
のアミロイド線維に関してもチオフラビン Tアッセイと AFM観察を行った。 
まずインスリンのアミロイド線維の減少について述べる。 
 
Figure 42 me5を加えた際のインスリンのアミロイド線維に結合したチオフラ
ビン Tの蛍光スペクトルの経時変化 
 
チオフラビン Tアッセイ(Figure 42)の経時変化の結果、490nmのピークは減
少しアミロイド線維が減少しているという結果が示された。特に 2時間後から
大きくピークの減少が観測された。ペプチドを入れてすぐはあまり反応せずピ
ークの位置はほとんど変わらなかった。しかし時間を追うごとにピークは減少
していったことから、インスリンとデザインペプチドme5は反応するのに時間
がかかるのだと思われる。AFM観察(Figure 43)の結果、見づらいが時間を追う
ごとにアミロイド線維が小さく短くなっているように示されている。特に 2時
間後からは小さい粒状のものも観察され 3日後にはほとんど粒状になっている。
この結果より疑問が生じるのは、アミロイド線維の減少まで時間がかかり、減
少が始まったら素早く反応するということと、AFM画像でアミロイド線維が 3
時間後まで大量に見えていたことだと思う。これに関しては、AFM観察でアミ
ロイド線維が 3時間後まで大量に見えていた点については実験上の不手際が原
因だと考えられる。チオフラビン Tアッセイのときは時間間隔の長いときは振
って混ぜていたが、AFM観察のサンプルはあまり混ざってなかったように思わ
れる。そのためアミロイド線維が均一に分解または解離されず、短くはなって
いるがあまり減少されていないような印象を与える画像になってしまったのだ
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と考えている。次にアミロイド線維を減少させるまでに時間がかかり、減少が
進むと一気に反応が進む点に関しても、混合が不十分だったのが原因ではない
かと考えている。つまりサンプル調整のミスである。そのためもう一度測定し
直してみようと考えている。しかし、途中がどうあれアミロイド線維が減少し
たことには変わりはない。この結果よりデザインペプチドme5はアミロイド線
維の分解または解離に汎用性の能力を持つ分子であることが証明された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに本当に汎用性のあるかを調べるためにアミロイドβ40とアミロイドβ
42に関してもチオフラビン Tアッセイと AFM観察によりアミロイド線維の減
少能を調べた。特にアミロイドβ42のアミロイド線維はアルツハイマー病に関
連するものなので、是非分解できることを証明したいと考えている。 
 まずアミロイドβ40に関してのチオフラビン Tアッセイ(Figure 44)と AFM
観察(Figure 45)の結果を示す。チオフラビンアッセイの結果だが、波形の変化
が気になるものの、ピーク自体は減少していったのでアミロイド線維が減少し
ていったと言えるだろう。また、AFM観察でも線維が時間を追うにつれて見え
なくなってしまったのでアミロイド線維の減少が行われているのは自明である。
つまり、デザインペプチドme5はアミロイドβ40を分解することができたとい
う結果が得られた。ここで疑問に思うのは波形の変化と AFM観察によるアミロ
イド線維の分解または解離の有無に関してであろう。波形の変化は、どうして
も出てしまうデッドタイムによるものだと考えている。チオフラビンアッセイ
60分後              120分後           180分後           3日後 
Figure 43 インスリンのアミロイド線維にme5を添加し経時変化を追
った AFM観察 
1分後               5分後              10分後                30分後 
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ではそのために、1分後の測定ではまだ液面が揺れている状態、つまり分子がブ
ラウン運動以外の要因で揺れている状態が作用して蛍光スペクトルに影響を与
えてしまったのではないかと考えている。 
 AFM観察におけるアミロイド線維の有無については、探した結果を載せてい
る。最初から短かったが時間を追うごとにアミロイド線維が断片化しているこ
とが、画像から読み取れる。特に 10分後まではアミロイド線維が見えていたが
30分後、60分後となると断片化して小さい粒状のものが観測されている。その
ため、アミロイドβ40のアミロイド線維は減少していったものと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 44 me5を加えた際のアミロイドβ40のアミロイド線維に結合したチオ
フラビン Tの蛍光スペクトルの経時変化 
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アミロイドβ42のデザインペプチドme5によるアミロイド減少能の評価につ
いて考察する。アミロイドβ42とデザインペプチドme5に関してはその比率を
変えて三つの条件で調べた。 
 まずアミロイドβ42：ペプチド＝1：1のとき。チオフラビン Tアッセイ(Figure 
46)と AFM観察(Figure 47)を示す。チオフラビン Tアッセイではペプチドを入
れる前と入れた後ではすぐに変化が見られたが、これは濃度が薄まったのも考
慮しなければならない。しかし、これほど大きく減少したのは濃度だけのため
ではないと考えられる。AFM観察も 1分後から少し短くなっていることが読み
取れる。このチオフラビン Tアッセイの結果から、ペプチドがアミロイド線維
を分解または解離したことが示唆された。しかし途中でピークがあがったり、1
日置いたものを測定するとピークが高すぎて振り切れてしまったので、アミロ
イド線維は減少するが、またアミロイド線維が減少し終える前に凝集されてい
ると読み取れる結果が得られた。そのため、速度論的にはアミロイドを減少さ
せる方が安定であるが熱力学的にはアミロイド線維が存在する方が安定である
という結果が得られた。その結果は AFM観察で立証できると考えている。AFM
観察の結果、アミロイド線維は素早く減少したが、ある一定のアミロイド線維
を減少させたらそれ以上は減少しなくなり、長い時間を置けば逆にアミロイド
線維が伸長してしまっている。この結果を受けて、デザインペプチドme5はア
0min             1min               5min               10min 
30min            60min             180min              1day 
Figure 45 アミロイドβ40のアミロイド線維にme5を添加し経時変化を
追った AFM観察 
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ミロイドβ42のアミロイド線維は 1：1の割合では、減少はするが凝集してア
 
Figure 46 アミロイドβ42のアミロイド線維とme5を 1：1で混合した溶液の
ThT の蛍光スペクトルの経時変化。 [me5]=10μM 
 
 
ミロイド線維が存在する方が安定であることが言える。図より読み取れるのは、
アミロイド線維を減少させるのは速いが、その状態が最も安定な状態ではなく、
アミロイド線維ができている状態のほうが安定な状態であることだ。なぜこの
ような結果になったのだろうか。まずデザインペプチドの減少能が途中でなく
なってしまったのではないだろうか。特定はできていないが、アミロイド線維
を減少させていく中で、 
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結合が離れなくなってしまったためにアミロイド線維を減少しきれずにいたの
ではないか。そしてアミロイド線維のシードができてしまい、そのシードの存
在のためにアミロイド線維が伸長したのではないのだろうかと考えている。 
次にアミロイド線維：デザインペプチドme5=1：5のときの結果について評価
する。この条件については AFM観察(Figure 48)しか測定していないが、この
条件においてもアミロイド線維は最後まで減少しきれず残ってしまう結果とな
った。しかし、ペプチドの濃度を上げることでアミロイド線維の減少は速くな
ったと読み取れる。また、1日後から 4日後にかけての違いを見てみると長さ自
体はそれほど変化してなくて少し伸びたくらいである。この結果は減少する能
力を保持しているペプチドがまだ存在することを意味すると考えられる。しか
し伸長しているアミロイド線維が観察されているので、やはりアミロイド線維
の減少能は持ちつつもどこかで結合しているかなにかで失活してしまっている
のではないだろうか。そのため、またシードタンパク質が発生して、アミロイ
ド線維ができているのではないだろうか。AFM観察の結果より、失活していな
いペプチドとアミロイド線維が伸長する、二つの反応が平衡状態にあるのでは
ないかという考察ができる。 
 
 
0min               1min            5min                    10min 
30min             60min             180min            2day 
Figure 47 アミロイドβ42のアミロイド線維とme5を 1：1で混合した
溶液の AFM観察の経時変化。 [me5]=10μM 
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最後に、アミロイド線維：デザインペプチドme5=1：10の条件下でアミロイド
線維の減少能の評価を行った。その結果をチオフラビン Tアッセイ(Figure 49)
と AFM観察(Figure 50)に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 49 アミロイドβ42のアミロイド線維とme5を 1：10で混合した際の
ThT の蛍光スペクトルの経時変化。 [me5]=100μM 
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Figure 48 アミロイドβ42のアミロイド線維とme5を 1：5で混合した
溶液の AFM観察の経時変化。 [me5]=50μM 
 92 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
まずチオフラビンTアッセイのスペクトルの評価だが10分後はピークが大きく
なってしまっているが、そのほかの時間帯ではピークの高さが変わらないか
徐々に減少しているかなので、このペプチドの比率のときはアミロイド線維が
減少していることが示唆された。特に 5日後でもピークが落ちているのでアミ
ロイド線維：デザインペプチドme5=1:1,1:5のときとは違う結果が得られた。
この結果よりアミロイド線維の増加が起こっていないことが示唆された。また
AFM観察よりアミロイドを短くしていく速度は少し遅くなっているが着実に
アミロイド線維を短くしていく様子が観察された。1日後には短いアミロイド線
維が少し見えるぐらいで分解されたことが言えるだろう。アミロイド線維：デ
ザインペプチドme5=1:10でやっとアミロイド線維の減少が反応の進む方向に
見られた。このことよりデザインペプチドme5はアミロイドβ42を減少させる
能力を保持していることが示唆された。しかし、なぜ 1:10の比率でやっとアミ
ロイド線維を短くなるまでに至ったのだろうか。前述でも出たようにペプチド
がアミロイド線維と結合して離れなくなってしまったか、シードタンパク質が
反応の過程で創出してしまい、アミロイド線維の伸長とアミロイド線維の減少
が平衡状態に陥ったかだと考えられる。この二つの仮説について考察してみる
と、まず一つ目は充分に考えられると思われる。濃度を十倍にしたら減少反応
0min                1min                5min              10min 
30min               60min            180min                 1day 
Figure 50 アミロイドβ42のアミロイド線維とme5を 1：10で混合した
際の AFM観察の経時変化。 [me5]=100μM 
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が進んだので、結合して離れなくなったペプチドがあっても、その部分に結合
していないペプチドが多量にあるので減少が進行したものと考えられる。そう
考えれば、この考え方は可能性がある。次に二つ目の仮説だが、こちらも充分
に考えられると思われる。ペプチドの濃度が高くなり量が多くなったことによ
って平衡状態が偏ったと考えられる。この二つの可能性は大いに考えられる。
しかし、今までのアミロイド線維の減少ではターンオーバーで反応が進んでい
て、アミロイドβ40でもターンオーバーで減少反応が進んだので、可能性の一
つ目は否定の面も否めない。そうするとアミロイドβの 40から 42の残基にく
っついて離れなくなったと考えられる、その仮説が正しいとすれば。 
アミロイドβ42は疎水性が高いので他のペプチドでも減少能を調べてみる価
値がありそうである。前述したとおり、ペプチドの疎水性を上げたらアミロイ
ド線維の減少能は上がる可能性がある。さらにアミロイドβ42は疎水性が高く
水には難溶なので、もしかしたら疎水性の高いデザインペプチドme6などで試
してみると触媒量で反応が進むかもしれない。そこでアミロイドβ42を 20 μ
M、デザインペプチドme6を 10 μMで混ぜて AFM観察を行い経時変化を追
った(Figure 51)。すると仮説は正しくなく、アミロイド線維は分解されないこ
とが分かった。デザインペプチドme5のアミロイド線維と 1:1,1:5のときと同
様に時間が短いときはアミロイド線維を短くしているように見えたが、
二日後のサンプルを測定してみたところアミロイド線維が残っていることが示
された。このことより疎水性は関係があまり無いといってもいいだろう。では
どうしたら触媒量でアミロイド線維を分解できるのだろうか。次に立てる仮説
は塩濃度と pHである。pHに関してはアミロイドβ42のストック溶液を中性に
戻してあっただけで、ペプチドを混ぜると下がっていたかもしれないので考慮
0min                                   1min                     5min                                  10min
30min                            60min                          180min                       1day                             2day  
Figure 51 アミロイドβ42のアミロイド線維とme6を 1：2で混合した
際の AFM観察の経時変化。 [me6]=20μM 
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しないといけないと考えたからだ。Tris buffer 4 mMの溶液なのでもしかした
ら pHが下がっていたのかもしれない。また、塩濃度に関しては、塩濃度を濃く
すると静電相互作用が弱まるので、クロスβシート構造の水素結合が弱くなる
と考えたからだ、また疎水相互作用が強まりデザインペプチドのコイルドコイ
ル構造をとる量が増える。そのためにバッファーに PBSを使い塩化ナトリウム
の濃度を 150 mMに調整し試料を作ろうと考えている。しかし塩濃度を上げる
とアミロイド線維ができやすくなるらしい。そこは減少する速度の方がアミロ
イド線維が伸びていくよりも速くなることを考慮し、アミロイド線維の減少の
方に平衡が偏るかもしれないのでやってみる価値はあると思う。 
そこで、始めに PBSとアミロイドβ42だけを測定した。塩が入ることにより
減少されるかどうかを見るためだ。塩が入ったことにより静電相互作用が弱く
なりβクロス構造がはがれるのを危惧したためまず測定することにした。AFM
は、データは載せてないが、塩の点在する画像が測定された。そこでペプチド
を入れるときは塩濃度を下げてみようと考えた。次にチオフラビン Tアッセイ
を行った(Figure 52)。 
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Figure 52 アミロイドβ42のアミロイド線維の PBS中における ThTの
蛍光スペクトルの経時変化 
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チオフラビン Tアッセイの結果、時間を経てもピークは下がらず、むしろ上昇
していった。これはアミロイド線維にチオフラビン Tが結合していったためピ
ークの上昇が見られたものと考えられる。 
次に 30 mM NaCl の入ったアミロイドβ42のデザインme5によるチオフラビ
ン Tアッセイの経時変化を行った(Figure 53)。すると塩を入れた効果によりア
ミロイド線維とペプチドの比が 1：1でもアミロイド線維を減少させチオフラビ
ン Tの蛍光強度のピークが下がることが示唆された。しかも一旦下がったらピ
ークの上昇は見られなかった。2日経ってもピークの上昇が見られないことから、
シードタンパク質はできていなくてアミロイド線維の再生が行われないことが
示された。 
 またこの結果と一致するかどうかを AFM観察により経時変化を追った
(Figure 54)。その結果、時間を追うごとにアミロイド線維が短くなり、無くな
っていくのが観察された。しかも、長い時間放置していてもアミロイド線維が
伸びることなく減少した状態が続いた。このことは、塩を入れることによりア
ミロイド線維を再伸長させることなく減少させることを示す。生理条件下では
塩濃度は濃いため、このデザインペプチドme5は体内でもアミロイド線維を減
少できることを示唆した。 
次に触媒量でも活性を持つのかどうかを調べるためにアミロイドβ42：me5＝
100:1 で同実験を行った(Figure 55,56)。すると ThT アッセイでは一旦はピー
クが上昇するけれども時間を経ると下がっていった。また AFM観察よりアミロ
イド線維が減少されていくのが確認できた。これより触媒量でアミロイド線維
を短くすることができたと言えるだろう。触媒量で活性を持つことができたの
は PBSのおかげと考えられる。PBSにはリン酸バッファーのほかに塩が入って
いる。このことが大きくアミロイド線維減少活性に効いているのではないかと
考えられる。 
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 なぜ塩を加えるとアミロイド線維を分解することができたのだろうか。 
まず第一に PBSを加えることにより pHが中性になったことで減少が進んだの
だろうか、いやこれは違うと考えられる。チオフラビン Tアッセイのときは Tris 
buffer を加えて pHを中性に保っていたからだ。それにもかかわらずチオフラ
ビン Tのピークは上昇し、AFM観察では時間の経過とともにアミロイド線維が
伸長していった。 
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Figure 53 アミロイドβ42のアミロイド線維とme5を 1：1で混合した
際の ThTの蛍光スペクトルの経時変化。  [me5]=10μM [NaCl]= 30mM 
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30min                            60min                          180min                          1day                          2day  
Figure 54 アミロイドβ42のアミロイド線維とme5を 1：1で混合した
際の AFM観察の経時変化。 [me5]=10μM [NaCl]= 30mM 
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第二に塩を入れたことによる静電相互作用の弱体化はどうだろうか。アミロイ
ド線維のクロスβシート構造の結合力が弱くなりはがれやすくなるのではない
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Figure 55  アミロイドβ42のアミロイド線維とme5を 100：1で混合し
PBSを入れた際の ThTの蛍光スペクトルの経時変化。 [me5]=100nM 
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Figure 56  アミロイドβ42のアミロイド線維とme5を 100：1で混合
した際の AFM観察の経時変化。 [me5]=100nM [NaCl]= 30mM 
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だろうか。そしてはがれかけた結合のアミロイド線維の隙間にデザインペプチ
ドが侵入していって、アミロイド線維を短くしたと考えられる。しかし、アミ
ロイドβ42は疎水性が高いので疎水相互作用が強く働きアミロイド線維を形成
していると思われる。塩を入れたことにより疎水性相互作用は強くなる。疎水
性を強くしているのは 2残基なのでそれ以外は比較的親水性なのでアミロイド
β同士が結合する力は弱くなると考えられる。そのためアミロイド線維の減少
が行われたと考えている。 
 第三に塩を入れたことによってデザインペプチドのαヘリックスがより強固
なものになりアミロイド線維を分解しやすくなったのではないかと考えた。デ
ザインペプチドのダイマー化している内側に配置されているのは、ロイシンや
イソロイシンといった疎水性のアミノ酸なので、そこの相互作用が強くなった
ためにαヘリックスをとりやすくなり、catalytic triad がある部分付近が結合
したときにαヘリックスを簡単に取るようになり、アミロイド線維の減少の機
能が働きやすくなったものと考えられる。またダイマーのαヘリックス構造を
とる割合が増える。 
 今考えられるのはこの三つである。特に私の考えでは二番目と三番目の仮説
が一番可能性があるものと考えている。三番目の仮説に関しては、塩を入れる
ことによって構造を持つ割合が増えるので、濃度を上げた状態と同様の変化が
得られる。実験の結果、塩を入れる前は、デザインペプチドを入れてすぐは減
少していた。つまり減少能は所有していて、平衡状態ではそれを維持すること
ができなくなったために線維が伸長していったものと考えられる。塩を入れる
ことによって構造が維持できてアミロイド線維の減少能が保持できているよう
にも思われる。二番目の仮説だと、アミロイド線維の構造が不安定になり、そ
こにデザインペプチドが機能を働いて短くするといった説明が簡単にできる。
我々の設計したデザインペプチドはダイマーをとっており、活性部位で挟んで
短くしていると考えている。クロスβシート構造もまた挟んで短くしていると
すればアミロイド線維のペプチド同士が少しでも解離すれば機能を発揮しやす
くなる。そして分解または解離しやすくなったら、シードタンパク質が作られ
る前に短くしていき、核となるものを作らず伸長しないようになっていると考
えている。 
次に、デザインペプチドme5が他の分子を分解しないことを調べるために
SDS-PAGE(Figure 57)を測定した。SDS-PAGE 測定では、デザインペプチド
me5をそれぞれ、アルブミン、γグロブリン、ヘモグロビン、βラクトグロブ
リン(ネイティブ状態)、βラクトグロブリン(アミロイド線維状)に混ぜて一時間
後に測定をした。この結果より、デザインペプチドは他の血中タンパク質は分
解しないが、アミロイド線維は減少させることが言えた。 
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SDS-PAGEを流した結果、同時に流したタンパク質だけのものとデザインペ
プチドme5を混ぜたもので特に変化は見られなかった。このことも考慮すると、
我々の設計したペプチドはアミロイド線維にだけ結合、減少能を有し、他のネ
イティブ構造をとっているタンパク質は分解しないことが分かった。これらの
結果はなぜ起こったのであろうか。前述したとおり、我々の設計したペプチド
はアミロイド線維に特有の構造に特異的に結
合し減少させるという仮説が成り立っていると考えられる。他のネイティブ状
態のタンパク質は固くフォールドしていてペプチドの入る隙間が無いのだろう
か。例えばαヘリックスを巻いている領域に関してはペプチド結合は、強固な
分子内水素結合で結合し、デザインペプチドが入る余地が無いと考えられる。
ではβシート構造ではどうだろうか。βシートはペプチド結合が露出している。
そのため分解するために結合できると考えられる。また、ループ領域でもペプ
チド結合が露出しているため、デザインペプチドと結合、分解ができると考え
られる。しかし、天然タンパク質では加水分解は起こらなかった。やはり構造
特異性があるように思える。ループ領域で結合しないのは結合する構造を認識
できないためにくっつくことができないと考えている。βシート構造には結合
しないのにクロスβシート構造には結合するのはなぜだろうか。クロスβシー
ト構造も水素結合が密に詰まっているはずである。だが、水素結合は分子間で
albumin gamma globulin hemoglobin B-LG(N)   B-LG(F) 
Figure 57  タンパク質とme5を加えたタンパク質のSDS-PAGE 
それぞれのバンドの左側がme5を加えたもの 
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相互作用しているためその分距離があるのかもしれない。βシート構造では加
水分解せずクロスβシート構造ではアミロイド線維減少能を有する、この違い
は疎水性の高さであると考える。クロスβシート構造で積層されたアミロイド
線維は疎水性が高くなるため、普通の平行βシート構造よりも疎水性が高くな
っていると考えられる。そのほかの要因としては、こちらが正しいと思うが、
天然タンパク質はフォールディングしていると固い三次構造をとっているため、
デザインペプチドの入る余地が無いと考えられる。アミロイド線維はβシート
構造が露出しているため結合が可能になり、アミロイド線維分解されると考え
うる。 
次にβラクトグロブリンのアミロイド線維になったものとキモトリプシンを
用いてチオフラビン Tアッセイを行った(Figure 58)。その結果、あまりスペク
トルのピークに変化が無かったことから、アミロイド線維は分解していないこ
とを支持した。しかし、少しピークの減少が見られた。これはアミロイド線維
になっていない領域を分解したために、そこに結合しているチオフラビン Tが
遊離したためと考えられる。また、ミオグロビンとキモトリプシンを混ぜて
UV-Visスペクトルを測定した(Figure 58)。その結果、Soret帯と Q帯のピーク
が減少した。この結果は、ミオグロビンをキモトリプシンが分解したために鉄
ポルフィリンが離れピークが減少したものと考えられる。またデザインペプチ
ドme5でもミオグロビンと混ぜて分解能を評価した(Figure 59)。その結果、
UV-Visスペクトルに変化は見られなかった。このことはミオグロビンを分解し
ないことを意味する。さらに GFPとキモトリプシン(Figure 58)、me5(Figure 
59)を混ぜて蛍光スペクトルの変化を観察した。その結果、キモトリプシンを混
ぜたものは蛍光スペクトルのピークが低下したのに対し、デザインペプチド
me5を加えたものはスペクトルに変化は見られなかった。この結果より、キモ
トリプシンは GFPのβバレル構造を少し分解し、発色団を溶媒に露出させたこ
とが示唆された。 
 これらの結果よりデザインペプチドme5はアミロイド線維のタンパク質に選
択的に結合し減少させることが示された。 
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Figure 59 me5の加水分解能を評価する蛍光及び紫外可視吸光スペクト
ル測定の経時変化 
左、ミオグロビンにme5を加えた紫外可視吸光スペクトル。右、GFP
にme5を加えた蛍光スペクトル. 
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Figure 58 キモトリプシンの加水分解を評価するための蛍光及び紫外可
視スペクトルの経時変化 
左、β-LG(F)にキモトリプシンを加え経時変化を追った ThTアッセイ。
右上、GFP にキモトリプシンを加えた蛍光スペクトル。右下、ミオグロ
ビンにキモトリプシンを加えた紫外可視吸光スペクトル 
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総合議論 
(1)  デザインペプチドの酵素機能獲得 
始めに、なぜme1、me2はエステラーゼ活性もしくはリパーゼ活性を持たな
かったのだろうか？それは一次構造に問題があると考える。me1の配列では短
すぎて二次構造をとらなかった。その結果ランダムコイル構造をとり、考えて
いたような構造をとらなかったために酵素活性を持ち得なかったと考えている。
me2に関しては、二次構造はαヘリックスをとって思ったとおりの構造をとっ
たのだが catalytic triad の配列が悪く酵素活性を得るまでにはいかなかったと
考えている。一方でme3,4,5は酵素活性を持った。二次構造的には、思ったと
おりのαヘリックスのコイルドコイル状態で catalytic triad が三角形を描いて、
セリンが基質をはさむ形をとったためだと考察する。 過去の文献から、
catalytic triad に加えトリプトファンが、リパーゼ活性に関与していることが
知られている
111
。この論文から立体構造を見てみると、catalytic triad の形は、
我々の設計したデザインペプチドとは少し異なるが、セリンで挟むことを考え
れば十分条件を満たしているように思える。さらに幸運なことにデザインペプ
チドにはトリプトファンが入っていて、しかも catalytic triad の近くにきてい
る。このため、me5はリパーゼ活性を獲得したと考えられる。me3はアルギニ
ンを途中ではさんでいるため、トリプトファンが離れてしまってリパーゼ活性
に支障がきたしてしまったのではないかと考える。このリパーゼはジアシルグ
リセロールを分解する。我々の設計したデザインペプチドはトリアシルグリセ
ロールとモノアシルグリセロールも分解するような結果が得られた。この違い
は立体構造の違いだろう。ペプチドは隙間が大きいため特異的にトリアシルグ
リセロールだけなどを分解することができないと考えている。そのため汎用性
に長けているとも考えられる。またエステラーゼ活性とタンパク質の構造との
相互作用について、エステラーゼ活性にはどうやらヒスチジンとアスパラギン
酸があればいいらしい
112
。ヒスチジンとアスパラギン酸がエステル結合に水素
結合して電子を伝達して結合を切る。論文にはヒスチジンがたくさん使われて
いるが、デザインペプチドにはダイマーなのでヒスチジンとアスパラギン酸が
二つずつしかない。しかし合計四つの因子が存在し、さらにセリンがあるので
違う形式でエステル結合を分解しているのではないかということを示唆する。
基本的には同じ分解の方法だがそれがセリンだっただけなのかもしれない。ヒ
スチジンなどで挟んでエステル結合を切断しているので、ダイマーで挟む
catalytic triad を設計したのは正解だったのかもしれない。ダイマーで挟んだ
ためにエステル結合を切ることができたことが示唆された。リパーゼ活性に関
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してもエステラーゼ活性に関しても過去の文献はどちらも大きなタンパク質で、
ペプチドレベルの大きさで酵素活性を得ているものは調べた限り存在しない。
これは例を見ない発見と言っていいだろう。 
次に、me3とme5はリパーゼ活性を、me4とme5はエステラーゼ活性を持
った。 これらの違いを何が生んでいるのだろうか。配列の長さ、catalytic triad 
の場所、ヘリックスの安定性の 3つの違いがある。まず配列の長さは関係がな
いと思う。一残基違ったところで、重要なのは catalytic triad なので関係ない
と考えている。次に catalytic triad の場所とヘリックスの安定性だが、me4は
N末端に catalytic triad があるのでTangoの結果よりヘリックス安定性が高く、
確率的にヘリックスをとっている時間が長いので、鎖が短いパラニトロフェニ
ルアセテートには立体障害もあまりなく結合するが、トリアシルグリセロール
には立体障害があり結合できないのでエステラーゼ活性は持っていてもリパー
ゼ活性を持つことができないものと考えている。ではme3,5の catalytic triad 
はC末端にあり Tangoの結果ヘリックス安定性はあまり高くないという値が得
られた。この結果よりペプチドの C末端はフレキシブルで立体障害が気になら
ない状態にあると考えた。そのためトリアシルグリセロールの立体障害にもす
り抜けて結合する。結合したら天然変性タンパク質のように構造をとり
catalytic triad が活性を持って、その結果リパーゼ活性を持ったのだと考えら
れる。また、me5はme3より大きくリパーゼ活性を持っている。me3は C末
端に二つのアルギニンがある。トリアシルグリセロールは無電荷である。その
ため電気的反発が起こって少ししかリパーゼ活性を示さなかったと考えている。
一方でme5は catalytic triadより C末端側は電荷が無く電気的反発はないと言
える。そのためme3よりも大きくリパーゼ活性を示したものと考えている。 
(2) デザインペプチドの選択性 
デザインペプチドのアミロイド線維の減少に際して、生体中に存在する他のタ
ンパク質も分解するのでは副作用が強いため問題となる。そこで他のタンパク
質に対する分解能を調べた。αヘリックスの代表としてミオグロビンを、βシ
ートの代表として GFPを使用した。前者は吸光で、後者は蛍光測定で調べるこ
とができるので選んだ。その結果、どちらにおいてもスペクトルに変化は見ら
れなかった。さらに血中タンパク質である、アルブミン、γグロブリン、ヘモ
グロビン、とβラクトグロブリンのネイティブ構造のものとファイバー形成し
たものをデザインペプチドme5と混合させ一時間おいたものを SDS-PAGEで
流し測定した。その結果 SDS-PAGEではデザインペプチドを入れたものと入れ
てないものでバンドの位置が変わらなかった。このことよりme5はこれら血中
タンパク質を分解しないことが分かった。さらに、βラクトグロブリン以外の
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アミロイド線維についても減少させることができるかどうかを調べるために行
った。インスリン、アミロイドβタンパク質についても減少することが分かっ
た。これより、デザインペプチドme5はクロスβシート構造の中に存在するペ
プチド結合に特異的に結合し減少させることが示唆された。これらの結果より
アミロイド線維に特異的に、また種類を選ばないペプチドができたと考えてい
る。 
(3) アミロイド線維の減少能 
アミロイド線維の減少に必要なものは何だろうか。me5~8は AFM観察より
遅かれ早かれアミロイド線維を減少させた一方でそのほかのペプチドでは減少
しなかった。上記で記述したように catalytic triad がある程度フレキシブルな
状態にあるとき、基質に結合して、αヘリックスのコイルドコイルをとり減少
させると考えている。それでは他の要素はあるのだろうか。そのために
me6~me9をデザインし合成、測定を行った。その結果、疎水性を増加させ立体
障害を大きくしたme6,7はme5ほどとはいかなかったがアミロイド線維減少能
を示した。また、me7の方がme6よりもアミロイド線維減少能が良かったのは
βブランチが関係していると考えられる。その部分が引っかかってうまくクロ
スβ構造に入れなかったと考えている。さらにme8についてはトリプトファン
がチロシンに置換したが、少しだけ減少能力が落ちる結果となった。C末端の
芳香環は立体障害の範疇ではないことがこのことから分かった。違いはチロシ
ンが水酸基を持っていることであると考えている。水酸基が親水性なので、お
そらく疎水性になっている基質部分で反発が起こったものと考えている。me9
はαヘリックスを壊してもアミロイド線維減少機能を保てるかという目的でデ
ザインした。その結果もともとαヘリックスをとってないものは機能を持ち得
ないことが分かった。また、catalytic triad がフレキシブルで隙間に入ってい
けそうなはずなのになぜアミロイド線維を減少しないのだろうか。それは、結
合はするかもしれないが、ヘリックスをとらないほうがエネルギー的に安定な
ため二次構造をとらず、そのためコイルドコイルを巻かないので、アミロイド
線維減少能を有する部位がうまく働かないと考えた。 
ネイティブな構造を持ったタンパク質には結合せず分解をしなかったのに対し、
クロスβシート構造をとっているアミロイド線維にのみ減少が見られた。この
ことよりネイティブ構造は隙間が小さく込み入った構造をしているため結合で
きなかったものと考えられる。その点アミロイド線維は、タンパク質の量その
ものは込み入っているがβシート構造であるのでその隙間に入って結合し減少
したものと考えられる。 
 
 105 
(4) アミロイド線維の選択性 
 デザインペプチドの、アミロイド線維への反応はペプチドの違いでも、アミ
ロイド線維の種類でも変わってきた。なぜだろうか。まずペプチドの違いでは
立体障害と疎水性が挙げられる。立体障害の大きなペプチドは、アミロイド線
維の結合の隙間に入りにくくアミロイド線維減少するための侵入が困難になる
ため、酵素活性が低くなるものだと考えた。今の段階ではデザインペプチドme5
でのみアミロイド分解を見ているため、他のデザインペプチドme6などで、β
ラクトグロブリン以外のアミロイド線維を試してみたらおもしろい結果が得ら
れるかもしれない。アミロイド線維として用いたタンパク質のうちβラクトグ
ロブリンのファイバーは分子量が大きいが、インスリンやアミロイドβ40、42
は分子量が小さく、デザインペプチドme6でもアミロイド線維減少することの
できる条件がそろう可能性があるからである。小さい分子量のものを用いれば
それだけ、デザインペプチドが入り込む余地が生まれる。分子量が大きいとク
ロスβシート構造まで届くために大きな障害となるので、減少能が落ちると考
えられる。さらに、アミロイド線維には関係ない部分を分解してしまうため、
アミロイド線維に届くまでに立体障害が大きく効いてくる。その点、分子量が
小さい分子のアミロイド線維は、アミロイド線維を形成している領域が大きい
ので余分な部位が少なく、立体障害の大きなペプチドでも入っていけると考え
ている。もともと、デザインペプチドme5とme6はアミノ酸一残基しか変わら
ないので他のタンパク質と相互作用することは無いと考えられる。しかしアミ
ロイド線維に対する挙動は変わってくると予想される。アミロイドβ42のアミ
ロイド線維に関しては、挙動はたいして変わらず分解しなかった。このことか
らアミロイド線維の大きさと減少能には相関が無いことが示された。 
 我々のデザインペプチドはダイマー形成をし、基質を挟み込んで減少を行っ
ていると考えている。そのため大きなタンパク質は外から分解または解離して
いき、そしてクロスβシート構造に到達しアミロイド線維を減少していると考
えている。小さいタンパク質でも同様のことが起こっていて、挟み込む隙間が
無いと加水分解できないと考えている。そのため三次構造が固く決まっている
タンパク質は分解しづらいものと考えられる。そのためアミロイド線維のよう
な変性しているタンパク質は分解または解離できるものと考えている。タンパ
ク質の中にはフレキシブルなループ構造をとっている部分もあるが、大きく三
次構造から離れているわけではないので、立体障害によって分解または解離す
るための侵入ができないと考えている。 
 
 106 
第二章まとめ 
私が設計したペプチドは catalytic triad を持つことによって酵素機能の獲得に
成功した。脂肪に関しては、トリアシルグリセロールからグリセロールを生成
することが示された。これは今までには無かった中性脂肪分解への道を開くも
のだと考えられる。次にアミロイド線維に関しては、βラクトグロブリンやイ
ンスリン、アミロイドβ40、アルツハイマー病の原因とされているアミロイド
β42のアミロイド線維の減少に成功した。これは世界で例をみない発見である
と考えている。これらのことより、ペプチドによるミニチュア酵素の設計が可
能であることが示された。今後は基質分解物の質量分析などを用いて詳細なメ
カニズムの解明を行いたい。 
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総括 
レアメタル結合に関して我々が設計したペプチドのうち、M2SAP3は銅とパ
ラジウムに、M2SAP5は銅とパラジウムと金と白金に、M2SAP7は金に選択的
に結合することが分かった。これはレアメタルに高い選択性で結合し、pHを変
化させるだけで何度もレアメタルの結合を on/off できることになったことで呈
色センサー能など有用な用途を持っており、さらに生分解性を持つ。これはリ
サイクル技術として現代社会に大きく役立つと考えられる。 
酵素能の獲得を目指してデザインしたペプチドで、酵素活性測定の結果より
me5はリパーゼ活性及びアミロイド線維の減少能を示した。アミロイド線維を
選択的に減少させる物質は今まで存在しておらず、この発見はアルツハイマー
病などの難病を根治する可能性を持っているとが言えるだろう。 
どちらの人工ペプチドも構造を持つ部分と持たない部分があり、フレキシブ
ルな部位が結合する上で必要となっており、構造を持つ部分が選択性を生むの
に必要である。結合することで構造を持たない部分が構造を持ち、機能を発現
していると考えている。 
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Appendix.1  ITCの Fitting program 
 
#pragma rtGlobals=1  // Use modern global access method. 
 
function /D bindingconstant_itc (const, r) 
 variable /D r 
 wave /D const 
 variable /D deltah=const[0] 
 variable /D Ca=const[1] 
 variable /D Cx=const[2] 
 variable /D Ka=const[3] 
 variable /D v0=const[4] 
 variable /D inj=const[5] 
 variable /D yu=const[6] 
 variable /D dv1=r*Ca*v0/(Cx+0.5*r*Ca) 
 variable /D dv2=r*Ca*v0/(Cx+0.5*r*Ca)-inj 
 variable /D Xt1=Cx*dv1/(v0+0.5*dv1) 
 variable /D Xt2=Cx*dv2/(v0+0.5*dv2) 
 variable /D Mt1=(v0-0.5*dv1)/(v0+0.5*dv1)*Ca 
 variable /D Mt2=(v0-0.5*dv2)/(v0+0.5*dv2)*Ca 
 variable /D f1=1+Ka*Xt1+yu*Ka*Mt1 
 variable /D f2=1+Ka*Xt2+yu*Ka*Mt2 
 variable /D XA1=(f1-(f1^2-4*yu*Xt1*Mt1*(Ka^2))^0.5)/(2*Ka) 
 variable /D XA2=(f2-(f2^2-4*yu*Xt2*Mt2*(Ka^2))^0.5)/(2*Ka) 
 return deltah*(v0*(XA1-XA2)+inj*0.5*(XA1+XA2))/(Cx*inj)+const[7] 
end 
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